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Résumé
La guérison de plaies appendiculaires, par seconde intention, chez le cheval est
souvent accompagnée d’une fibroplasie excessive amenant à la formation d’un «bouton
de chair ». Cette condition de cicatrisation ressemble aux chéloïdes et cicatrices
hypertrophiques de l’homme. Le but de cette étude était de comparer l’occlusion des
microvaisseaux et le processus apoptotique entre des plaies situées sur la partie
appendiculaire des membres, développant ou non un bouton de chair, avec des plaies
thoraciques, guérissant normalement.
Cinq plaies de 6,25 cm2 ont été créées sur les deux membres antérieurs et sur le
thorax de six chevaux. Un des membres a été laissé sous bandage de façon à stimuler une
fibroplasie excessive. Des biopsies, réalisées chaque semaine durant six semaines, ont été
évaluées grâce à l’histologie, l’immunohistochirnie pour la présence de p53 mutant, la
méthode TUNEL pour localiser et quantifier l’apoptose ainsi que la microscopie
électronique pour mesurer le diamètre de la lumière des microvaisseaux.
Plusieurs phénomènes pouvant expliquer la mise en place du bouton de chair ont été
mis en évidence une phase inflammatoire retardée, une réépithélialisation lente et une
désorganisation des fibroblastes, ce dans les plaies de jambes et plus particulièrement
celles présentant une fibroplasie excessive. Une occlusion microvasculaire marquée ainsi
qu’un processus apoptotique modifié pourraient aussi expliquer la formation du bouton
de chair dans les plaies appendiculaires. Ces résultats devraient aider à la mise au point
de traitements préventifs et curatifs contre cette forme de cicatrisation exubérante,
rencontrée lors de guérison de plaies par seconde intention chez le cheval.




Second intention wound repair in equine limbs is ofien complicated by exuberant
granulation tissue, a condition characterized by excessive fibroplasia and scarring, and
that resembles hypertrophic scars and keloids in man. The aim of this study was to
compare microvascular occlusion and apoptosis in wounds of the lirnb with those of the
body, which heal normally.
five, 6,25cm2 wounds were created on both foreiimbs and on the thorax of six
horses. One limb was bandaged to stimulate excessive fibroplasia. Weekly biopsies were
evaluated histologically, immunohistochemically for mutant p53 protein, by terminal
deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP-biotin nick end labeling to localize and
quantify apoptosis, and by electron microscopy to measure microvessel luminal
diarneters.
Histology demonstrated protracted inflammation as well as sluggish
epithelialization and deficient fibroblast orientation in limb wounds, particularly those
with excessive fibroplasia. Microvessels were occluded significantly more ofien in limb
wounds, and the balance of apoptotic signais was altered against apoptosis in the former,
although this could not be confirmed quantitatively.
Data suggest that microvascular occlusion and deficient apoptosis may be involved
in the excessive accumulation of extracellular matrix within limb wounds. This might
provide a basis for the development of targeted therapies to prevent and treat excessive
fibroplasia and extensive scaning in horses.
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Introduction
La guérison d’une plaie cutanée représente l’ensemble des processus de réparation
et de régénération qui mènent à sa fermeture et à sa récupération fonctionnelle. La
distinction entre réparation et régénération des tissus est importante, ces deux processus
impliqués dans la guérison de plaies ne conférant pas les mêmes propriétés aux tissus
nouvellement formés. En effet, l’épiderme guérit par régénération, c’est-à-dire qu’il
récupère sa structure et ses fonctions originales, suite à la multiplication de cellules
capables de se diviser mitotiquernent. Le derme, incapable de se reconstituer par
régénération, guérit par réparation: le tissu d’origine est remplacé par un tissu conjonctif
fibreux non spécifique avec, comme résultat, la formation d’une cicatrice moins
fonctionnelle, ne contenant pas tous les éléments différenciés du tissu originel.
Complexes, ces processus impliquent des populations cellulaires différentes, des
compartiments cellulaires distincts (épiderme et derme), divers médiateurs et des
interactions multiples entre tous ces éléments, le tout variant en fonction du temps. Trois
phases principales décrivant ces processus complexes de guérison peuvent être décrites:
phase inflammatoire, phase proliférative et phase de remodelage. Chacune de ces phases
est caractérisée par des activités cellulaires spécifiques qui font progresser le processus
de réparation selon des séquences chronologiques précises, mais imbriquées et
dépendantes les unes des autres. Les principaux médiateurs sont les cytokines et facteurs
de croissance libérés par les populations cellulaires en place lors de chaque phase et
progressant tout le long de la guérison suivant une cascade bien précise.
Pour que la guérison soit réalisée de façon harmonieuse, il est important que
chaque phase se termine dans un laps de temps défini afin de laisser la place à la phase
suivante. La fin de chaque phase est caractérisée par une élimination successive des
cellules effectrices de la phase précédente grâce à un programme de mort cellulaire non
inflammatoire appelé apoptose. Ce phénomène est primordial à la guérison tissulaire
harmonieuse.
Lorsque tous ces évènements se réalisent comme décrit ci-dessus, la réparation
d’une plaie aboutit à la formation d’une cicatrice normale. Cependant, certaines espèces,
dont l’homme et le cheval, développent des formes anormales de cicatrices. Elles sont
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caractérisées, notamment, par une fibroplasie excessive. Un déséquilibre entre la
synthèse et la dégradation de la matrice extracellulaire (en faveur de la synthèse)
constitue la caractéristique commune principale entre le « bouton de chair» du cheval et
le chéloïde chez l’homme.
Chez le cheval, le bouton de chair résulte d’une production excessive de tissu de
granulation entraînant un retard de contraction et de réépithélialisation. particulièrement
sur les plaies situées sur la partie distale des membres. Ce problème de guérison revêt
une importance de grande envergure en médecine vétérinaire étant donné les frais élevés
encourus lors des traitements de plaies. Ainsi, l’impact financier de cette condition sur
l’industrie équine représente le principal moteur des recherches effectuées dans ce
domaine. Cependant, la plupart des études portent sur l’utilisation de médicaments et de
bandages plutôt que sur la compréhension de la pathogenèse du bouton de chair.
Étant donné les similitudes observées entre les deux conditions, les nombreuses
études réalisées sur le chéloïde humain servent de modèle pour nos prospections chez
l’espèce équine. Les connaissances actuelles sur les chéloïdes font état d’une activité
apoptotique diminuée dans les cicatrices pathologiques favorisant un retard dans la
succession des phases et de là, un mauvais déroulement du processus de guérison et une
accumulation aberrante de cellules (Ehrlich et coll., 1994). D’autre part, une occlusion
accrue des microvaisseaux à l’intérieur des tissus chéloïdiens provoquerait une situation
d’hypoxie et stimulerait une fibroplasie excessive (Kischer et Shetlar, 1979).
Le premier objectif de cette étude était de comparer l’apoptose survenant dans des
tissus provenant de plaies guérissant normalement avec des échantillons provenant de
plaies développant un bouton de chair. Le deuxième objectif était de comparer la
lumière des microvaisseaux dans ces deux mêmes types de plaies chez le cheval.
Recension de littérature
1. Cicatrisation normale
La cicatrisation peut être définie comme le remplacement d’un tissu traumatisé par
un tissu conjonctif fibreux. Il s’agit d’une réparation plutôt que d’une véritable
régénération du tissu lésé. Ce phénomène ne peut être décrit conirne une suite linéaire
d’événements. En effet, la cicatrisation est plutôt représentée conime une intégration de
nombreux processus dynamiques inter-reliés, impliquant des médiateurs solubles, des
éléments du sang, une matrice extracellulaire (MEC) et des cellules parenchymateuses
(Clark, 1996; Monaco et Lawrence, 2003; Wemer et Grose, 2003).
La cicatrisation se divise généralement en trois phases majeures qui se
chevauchent : phase inflammatoire, phase proliférative et phase de remodelage du tissu
nouvellement formé. Chacune de ces phases est caractérisée par des activités cellulaires
spécifiques qui font progresser le processus de réparation selon des séquences
chronologiques précises, mais imbriquées les unes dans les autres. Chaque phase est
contrôlée et régulée par des substances biologiquement actives, et chaque phase prend
fin grâce à l’élimination successive des cellules effectrices par un processus de mort





















Quelque soit la nature du trauma occasionné aux tissus (intervention chirurgicale,
blessure, brûlure, infection bactérienne), la première phase de guérison est toujours
inflammatoire. L’inflammation aigtie est caractérisée par des réponses cellulaires et
vasculaires qui ont pour but d’éviter un saignement excessif mais aussi de prévenir
l’invasion potentielle d’agents étrangers (Stashak, 1991). Différents acteurs sont mis en
place lors de cette phase.
1.1.1. Plaquettes
L’hémostase se fait grâce à la formation d’un caillot composé majoritairement de
fibrine; il s’agit de la coagulation. Les plaquettes adhèrent d’abord au tissu conjonctif
interstitiel puis s’agglutinent. L’ensemble des produits relâchés durant le processus
d’agglutination facilite la coagulation et permet une activation additionnelle d’autres
plaquettes (Clark, 1996; Martin, 1997).
En plus de leur activité hémostatique, les plaquettes jouent un rôle important dans
la réponse inflammatoire. En effet, lorsqu’elles sont activées, leur dégranulation entraîne
la libération, d’une part de facteurs chémotactiques, dont les cytokines; et d’autre part,
de médiateurs vasoactifs. Les cytokines participent au recrutement des leucocytes au site
de la plaie et activent aussi la migration des fibroblastes et des cellules endothéliales
vers le lieu de la lésion (Bord et Maquart, 1998). Les médiateurs vasoactifs, quant à eux,
agissent sur la perméabilité des vaisseaux sanguins pour faciliter la sortie des
neutrophiles et des monocytes en direction du site inflammatoire, suite à l’activation du
complément (Clark, 1996; Mutsaers et coll., 1997).
Le caillot ainsi formé constitue aussi une MEC «provisoire)) favorisant la
migration des cellules réparatrices mobilisées vers le lieu de la lésion (cellules
inflammatoires, endothéliales, épithéliales, et fibroblastiques) (Clark, 1996).
Par la suite, le caillot de fibrine et l’exsudat inflamniatoire se déshydratent pour
devenir une masse inerte qui protège le lit de la plaie contre l’environnement externe; la
guérison progresse en dessous de cette croûte.
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1.1.2. Neutrophiles
Les neutrophiles constituent la première ligne de défense lors d’une blessure, grâce
à leur large distribution dans la circulation sanguine ainsi que par leur grande mobilité.
Leur présence dans le site de la plaie se fait tout d’abord en réponse aux différents
agents chimiotactiques émis par les plaquettes. Une production supplémentaire de
cytokines a lieu suite au relâchement plaquettaire de ces médiateurs d’une part, et
d’autre part suite au largage spécifique d’interleukine (IL)-1 par l’épiderme lésé
(Moulin, 1995). Ces dernières cytokines favorisent l’entretien et l’amplification de la
réponse inflammatoire grâce à leur action autocrine et/ou paracrine.
Au site inflammatoire, les neutrophiles phagocytent et détruisent les débris
cellulaires et tissulaires grâce à leur sécrétion de protéases (enzymes hydrolytiques,
collagénases, élastases), de lysosomes (pH acide, métabolites de l’oxygène, diverses
enzymes) et de radicaux libres oxygénés (Clark, 1996).
En plus de leur action de débridement, les neutrophiles représentent une source de
cytokines pro-inflammatoires tels IL-1, -6, -8, et -10, le facteur de nécrose des tumeurs-a
(TNF-a) et le facteur transformant -13 (TGF-13) (Cassatela, 1995, Théoret, 200 la).
La phase d’infiltration et d’action des neutrophiles a lieu généralement de O à 4$
heures suivant le début de l’inflammation. Après deux jours, les neutrophiles ne sont
plus utiles pour le débridement de la plaie, le relais est pris par les monocytes et
macrophages (Clark, 1996). Une présence prolongée de neutrophiles au sein d’une plaie
peut être dommageable étant donné leur action de clivage de la MEC, suite au largage de
collagénases, telle la métalloprotéinase de matrice (MMP)-$ (Nwomeh et coll., 199$).
Bien que les neutrophiles soient importants lors de la phase initiale de
l’inflammation, leur rôle dans le processus de réparation est minime car ils ne peuvent se
diviser, leur durée de vie est courte et leur capacité de produire des cytokines est plus
restreinte, comparativement aux monocytes et aux macrophages.
1.1.3. Monocytes / Macrophages
Après la disparition des neutrophiles par phagocytose ou apoptose, les
macrophages sont les cellules inflammatoires majoritairement présentes dans la plaie. La
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rupture des vaisseaux sanguins lors d’un trauma entraîne la libération d’éléments du
plasma, la présence de fragments de collagène et de fibronectine, l’activation et
l’agrégation plaquettaire, l’activation du complément, ainsi que la libération subséquente
de cytokines, comme vu précédemment. Tous ces mécanismes représentent de puissants
agents chimiotactiques pour les monocytes et les macrophages. Les cellules
nouvellement en place amplifient elles-mêmes la réponse inflammatoire en produisant
des chimiokines attirant un plus grand nombre de cellules inflammatoires. Il existe donc
des cascades d’auto-amplification encourageant la présence de nombreux macrophages
au site de la lésion (Riches, 1996; Heu et cou., 2000).
Les études classiques menées par Leibovitch et Ross (1975) ont permis de
démontrer le rôle crucial des macrophages lors de la guérison. Ainsi, en plus d’assurer le
débridement grâce à leurs capacités enzymatiques et phagocytaires, les macrophages
jouent un rôle primordial dans la période suivant l’inflammation grâce à leur production
importante de cytokines. Ces dernières influenceront la migration et la prolifération
cellulaires et contrôleront la synthèse de la MEC (Jolmston, 1982; Stashak, 1991;
Riches, 1996).
L’inflammation représente donc une étape initiatrice lors de la guérison et entraîne
une augmentation importante de populations variées de cellules. Cependant, afm de
permettre la mise en place de la phase subséquente, les cellules inflammatoires ayant
réalisé leurs travaux de débridement et de synthèse de cytokines doivent être éliminées
du site de trauma. Ceci est accompli tout d’abord par la dissipation des stimuli
inflammatoires, puis par l’enlèvement des cellules inflammatoires à proprement parler.
L’apoptose, mort cellulaire programmée, représente le moyen le plus efficace pour
éliminer ces cellules sans pour autant endommager les tissus environnants (Greenhalgh,
1992; Haslett et Henson, 1996).
1.2. Phase proliférative
La réparation d’une plaie passe par une phase de prolifération cellulaire qui permet
la réépithélialisation, la mise en place du tissu de granulation pour combler la cavité
créée par le trauma ainsi que la formation de nouveaux vaisseaux. Cette phase débute
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généralement dans les douze heures suivant le trauma, au moment où la phase
inflammatoire s’atténue; la plaie se réépithélialise en surface et le tissu de granulation se
forme dans le compartiment sous-jacent. Les fibroblastes, de plus en plus nombreux,
comblent la plaie en y déposant de la MEC immature, un phénomène appelé fibroplasie.
De nouveaux capillaires sanguins bourgeonnent à partir des vaisseaux sanguins
adjacents à la plaie (angiogénèse) afin d’irriguer le tissu nouvellement généré. Ces
microvaisseaux donnent une apparence piquetée rougeâtre à la plaie, d’où l’expression
«tissu de granulation» (Martin, 1997). La dimension de la plaie est ensuite réduite par
le rapprochement de ses bords grâce à l’activité contractile des myofibroblastes
(contraction).
1 .2.1. Réépithélialisation
La réépithélialisation consiste en la régénération par les kératinocytes d’un
épiderme qui recouvre la plaie et reforme une barrière protectrice contre
1’ enviroirnement externe.
En marge de la plaie, les kératinocytes des couches épidermiques profondes
commencent à migrer dans les premières vingt-quatre heures qui suivent le trauma. La
migration est facilitée par la présence de protéines, comme la fibronectine, sur le lit de la
plaie (Kim et colL, 1992; Grinnell, 1992). Grâce à la libération de diverses enzymes
protéolytiques, les kératinocytes migrent sous les tissus déshydratés (caillot sanguin et
tissus nécrosés) tout en demeurant en contact avec le derme viable (hydraté) recouvert
ou non de fibrine (Laplante, 2002). La plage migratoire s’allonge donc entre le tissu
sain, en bordure, et la partie nécrosée de la plaie.
Lorsque la plaie est recouverte par une monocouche de kératinocytes, la migration
s’arrête par inhibition de contact et la prolifération cellulaire par mitose commence. Cette
activité débute quelques heures post-trauma et atteint un maximum à quarante-
huit heures dans le but de combler l’espace libéré par la migration cellulaire antérieure
ainsi que de reconstituer l’épithélium stratifié ($tenn et Malhotra, 1992; Laplante. 2002).
Les kératinocytes, qui avaient adapté leur morphologie pour migrer, reprennent
peu à peu un phénotype et une organisation stationnaires. Les cellules, encore
immatures, présentent un arrangement irrégulier puis elles s’organisent progressivement
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en couches; l’espace intercellulaire et l’épaisseur épidermique diminuent et la membrane
basale se reforme (Krawczyk et Wilgram, 1973). Le caillot sanguin tombe, étant
repoussé par des kératinocytes en desquamation, et expose à l’air libre un épiderme
encore épais ne présentant pas encore des caractéristiques normales (absence d’annexes
cutanées et de mélanine; force diminuée). Ces phénomènes, constituant l’étape de
maturation lors de la réépithélialisation, sont relativement lents.
1.2.2. Fibroplasie
La fibroplasie consiste en la formation du tissu de granulation par des fibroblastes
synthétiques. Ce tissu de granulation représente une matrice provisoire, dont le but est de
combler l’espace laissé par un trauma. Cependant, une formation excessive de ce tissu
retarde la cicatrisation car elle interfère avec la réépithélialisation et la contraction de la
plaie (Clark, 1996; Bacon Miller et coll., 2000).
La formation du tissu de granulation intervient suite à l’activation des fibroblastes
et des cellules endothéliales par les médiateurs libérés par les cellules inflammatoires.
Cette étape dure environ une semaine à dix jours, et inclut la prolifération des
fibroblastes, l’angiogénèse et la production de MEC (Clark, 1996).
Quarante-huit heures post-trauma, les fibroblastes adoptent un phénotype
migratoire. Leur migration, tout comme celle du kératinocyte, est favorisée par la
présence de récepteurs membranaires, notamment les intégrines, adaptés aux
composants de la MEC (fibronectine, vitronectine, collagène). La migration et la
prolifération des fibroblastes sont contrôlées par des cytokines produites par les
plaquettes et les macrophages ($enet et coll., 1997).
Une fois dans la plaie, les fibroblastes changent de phénotype; de migratoires ils
deviennent synthétiques. Cette métamorphose est induite par un environnement
hypoxique ainsi que par la présence de nombreux facteurs de croissance, mais aussi par
les fibroblastes eux-mêmes. La stimulation de la synthèse matricielle par le TGf-f3 est
bien documentée. De surcroît, la production de collagène par les fibroblastes est auto
induite par ces derniers grâce à leur propre sécrétion de TGf-f3 et de facteur de
croissance dérivé des plaquettes (PDGF) (Kiritsy et coll., 1993).
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La matrice temporaire nouvellement formée remplace progressivement le caillot de
fibrine déposé lors de la phase inflammatoire (Clark, 1993). La fibronectine est déjà
présente dans la plaie à partir du plasma, des cellules endothéliales endommagées et des
macrophages, cependant les fibroblastes en synthétisent davantage et l’utiliseraient
comme prototype pour le dépôt subséquent de collagène (Whalen et Zetter, 1992). Parmi
les glycosaminoglycans déposés, l’acide hyaluronique prédomine au début de la
fibroplasie. Produit par les fibroblastes, il faciliterait leur migration. Des protéoglycans
(sulfates de chondroïtine et de derrnatane) remplacent progressivement l’acide
hyaluronique à partir de cinq à dix jours post-trauma; ces derniers inhiberaient la
migration et la prolifération des fibroblastes, stimuleraient le dépôt de collagène et
emmagasineraient des facteurs de croissance (Weitzhandler et Bernfield, 1992). Le
collagène produit dans les premiers jours est surtout de type III (immature) puis, le ratio
des collagènes de type I (mature)/III synthétisés retourne à la normale, c’est-à-dire
environ $0/20 comme dans le derme intact (Miller et Gay, 1992).
Les différents composants de la MEC favorisent la migration des cellules
nécessaires à la réparation tissulaire et servent également de réservoirs de facteurs de
croissance ($enet et cou., 1997). Le TGF-, en plus d’accroître la synthèse de collagène
et de fibronectine par les fibroblastes, inhibe la dégradation de ces derniers en bloquant
les MMPs et en stimulant la synthèse d’inhibiteurs tissulaires de ces protéinases
(TIMP)s. Le résultat final est une accumulation importante de MEC dans la plaie. Un
grand nombre de facteurs agissent donc de concert pour contrôler l’activité des
fibroblastes (Moulin, 1995).
Un certain nombre de fibroblastes sont ensuite éliminés par apoptose. D’autres
acquièrent un phénotype contractile et deviernent des myofibroblastes. L’interaction des
fibroblastes avec la MEC pourrait aussi jouer un rôle dans le contrôle de l’apoptose
(Desmoulière et coll., 1997).
1.2.3. Angiogénèse
Cette étape est traditionnellement placée dans la phase proliférative de la guérison
car elle aboutit à la génération de nouveaux vaisseaux grâce à la prolifération des
cellules endothéliales microvasculaires. Cependant, de nombreux signaux précurseurs
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indispensables à l’angiogénèse interviennent durant la phase inflammatoire (Li et cou.,
2003 a).
Ce processus débute par une rupture de la liaison entre les cellules endothéliales
microvasculaires et leur membrane basale. Il comprend une étape de migration et une
étape de prolifération des cellules dans le stroma interstitiel local. Ceci aboutit à la
formation de nouveaux vaisseaux ainsi qu’à leur stabilisation, et éventuellement une
involution de ce lit vasculaire nouvellement formé, sans que les vaisseaux pré-existants
ne soient affectés (Conway et coll., 2001; Cox, 2003).
La migration survient alors que disparaît l’inhibition de contact normalement
présente entre cellules d’un vaisseau intact. Les enzymes protéolytiques relâchées par les
cellules traumatisées dégradent les protéines de la MEC. Les fragments de fibronectine
ainsi que d’autres produits issus de la dégradation de la matrice servent d’attractants
pour les monocytes sanguins. Ces derniers, transformés en macrophages tissulaires
activés, relâchent le facteur de croissance fibroblastique basique (bfGf) qui stimule les
cellules endothéliales à relâcher l’activateur de plasminogène (PA) et des
procollagénases (Folkman et Shing, 1992). Le premier élément convertit le
plasminogène en plasmine et les procollagénases activent les collagénases; ces
molécules résultantes dégradent les constituants de la membrane basale. La
fragmentation de celle-ci permet la migration des cellules endothéliales libérées vers le
site de la plaie, en réponse aux bFGF, aux fragments de fibronectine et autres agents
chimiotactiques (Clark, 1996; Madri et coll., 1996).
La phase de prolifération débute avec les cellules endothéliales du vaisseau
original. Ce dernier assure ainsi une source continue de cellules pour l’angiogénèse. Le
stimulus prolifératif est très semblable au stimulus migratoire.
La formation tubulaire durant le processus angiogénique implique des interactions
intercellulaires et entre les cellules et la MEC. La formation de la lumière du tube
dépend de la protéolyse induite par le bf0f; le contrôle du diamètre des vaisseaux
nouvellement formés est assuré par l’action anti-protéolytique induite par TGF-f3. Par la
suite, les capillaires doivent être stabilisés par la synthèse d’une nouvelle membrane
basale afin de devenir fonctionnels. Cette synthèse est assurée par les cellules
endothéliales et stimulée par le 10F-f3 (Pepper et Montesano, 1990).
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Les vaisseaux nouvellement formés permettent l’approvisionnement en oxygène et
nutriments aux tissus en croissance. Ils participent aussi à la formation du tissu de
granulation en procurant une voie d’entrée pour les cellules effectrices sur le site à
réparer. L’angiogénèse représente donc un processus dynamique qui est hautement
régulé par des signaux venant du sérum et de la MEC avoisinante (Li et coli., 2003b).
Une fois que la matrice provisoire est remplacée par un tissu cicatriciel riche en
collagène, l’angiogénèse cesse et la plupart des capillaires nouvellement formés
subissent une involution par apoptose des cellules endothéliales.
1.2.4. Contraction
Le rapprochement des bords de plaie se fait grâce au processus de contraction qui
débute dix à quinze jours après le trauma. Suite atix phénotypes migratoire, prolifératif
et synthétique, les fibroblastes adoptent un nouveau phénotype, dit contractile; ils
prennent ainsi le nom de «myofibroblaste ». À ce stade de la guérison, les
myofibroblastes forment l’élément cellulaire le plus abondant du tissu de granulation, où
ils sont alignés le long des lignes de contraction, contrairement aux macrophages et aux
capillaires, qui sont plutôt désorganisés.
Le myofibroblaste a été mis en évidence dans les années 1970 par Gabbiani et coll.
au moyen de la microscopie électronique (Gabbiani et coli., 1972). Il s’agit d’une cellule
ayant les caractéristiques à la fois d’un fibroblaste et d’une cellule musculaire lisse, d’où
son nom. Le changement de phénotype et l’acquisition d’actine-apha des muscles lisses
(Œ-SMA), conférant les propriétés contractiles caractéristiques du myofibroblaste, sont
influencés par divers facteurs de croissance, dont TGF-f3, ainsi que par certains
composants de la MEC (Desmoulière et coll., 2005).
En plus de ses capacités contractiles, le myofibroblaste préserve sa capacité de
synthétiser des composants de la matrice extracellulaire, tels le collagène de type I et III
(Gabbiani, 2003).
Dans une plaie ouverte, la peau connaît d’abord un mouvement de rétraction qui
éloigne les bords de plaie. La contraction permet alors de réduire significativement la
quantité de matrice conjonctive à déposer ainsi que la surface à réépithélialiser, après
cette phase de rétraction. Le degré de contraction dépend de la profondeur de la plaie.
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Elle peut réduire de 40 % la dimension des plaies de pleine épaisseur dont les annexes
cutanées ont disparu, alors que les plaies d’épaisseur partielle contractent moins; elles se
réépithélialisent plutôt par foyers multiples à partir des annexes cutanées restantes
(Calvin, 1998).
Quand la contraction s’arrête et que la plaie est réépithélialisée, les
myofibroblastes disparaissent de la cicatrice, soit en adoptant un phénotype quiescent ou
en disparaissant par apoptose, comme élégamment décrit par Desmoulière et cou.
(1995). La présence tardive de myoflbroblastes suite à leur non élimination par apoptose
est synonyme de guérison pathologique telle que survenant dans des lésions fibrotiques
(Masur et coil., 1996; Nedelec et cou., 2000 ; Grotendorst et coll., 2004).
1.3. Phase de remodelage
Le remodelage représente la dernière phase du processus de réparation. Il peut
s’étendre sur plusieurs années et concerne principalement la portion dermique de la
cicatrice qui doit subir de multiples réarrangements afin d’accroître sa résistance
mécanique, jusque là non acquise. Le tissu de granulation temporaire est remplacé par
un tissu plus résistant et dont l’architecture s’apparente graduellement à celle du derme
intact, sans pour autant lui ressembler complètement. À la toute fin de cette phase de
remodelage, la cicatrice collagénique obtenue est acellulaire et avasculaire.
La première étape du remodelage consiste en la dégradation progressive de la
MEC provisoire et, en parallèle, en la synthèse de nouveaux constituants afin d’en
modifier la structure. La matrice déposée durant le processus de fibroplasie, initialement
riche en collagène de type III, fibronectine et acide hyaluronique, est dégradée et
remplacée par une matrice de collagène de type I et de protéoglycans. Afin d’accroître la
résistance du tissu, les fibres de collagène se réorientent dans le sens des tensions
cutanées; les fibroblastes alignés dans la même direction facilitent ce dépôt organisé de
collagène (Calvin, 1998). L’augmentation du diamètre des fibres de collagène ainsi que
leur compaction contribuent à améliorer la force tensile de la plaie (Cohen et coll., 1994;
Mast, 1992). Tout au long du processus de remodelage, les fibrilles de collagène se
polymérisent pour former de longues fibres, conférant une meilleure résistance à la
cicatrice ainsi qu’une force tensile améliorée (Miller et Gay, 1992).
13
Toutefois, l’organisation de ce tissu en maturation demeure distinguable de celle
du collagène dermique normal, ce qui explique que la peau ne retrouve pas sa résistance
initiale. En effet, la résistance mécanique augmente rapidement jusqu’à trois mois, puis
continue légèrement de croître jusqu’à un an, où elle atteint un plateau de 70 à $0 % de la
résistance de la peau intacte (Clark, 1993; Calvin, 199$)
La deuxième étape de la phase de remodelage concerne la régression vasculaire.
Certains microvaisseaux subissent une involution, leurs cellules endothéliales
disparaissant par apoptose, alors que d’autres augmentent de diamètre pour devenir des
artérioles ou des veinules afin de mieux répondre aux besoins métaboliques du tissu
nouvellement formé (Calvin, 199$). La diminution progressive de la vascularisation
entraîne une réduction de l’érythème de la plaie, qui adopte alors une apparence
macroscopique blanchâtre.
La dernière étape du processus de rernodélisation consiste en la réduction de la
densité cellulaire. Les fibroblastes qui proliféraient et synthétisaient activement du
collagène se retrouvent maintenant emprisonnés dans la MEC, certains éléments de cette
dernière comme les fibrocytes vont encourager leur quiétude (Clark, 1993). La
population de fibroblastes cesse non seulement de croître, mais elle diminue, grâce au
mécanisme de l’apoptose (Moulin, 1995).
La caractéristique globale de cette phase de remodelage est marquée par une
activité protéolytique importante suite à la production de protéinases variées par les
cellules mésenchymateuses du tissu conjonctif. Ces protéinases sont régulées par des
cytokines et certains éléments de la MEC afin de maintenir un équilibre étroit entre la
synthèse et la dégradation des composants de cette dernière. Un mauvais équilibre de la
production des protéinases peut être à la base de la formation de plaies chroniques, ou à
l’inverse, d’une fibrose excessive (Mignatti et coll., 1996).
Bien que le travail effectué par les acteurs de la phase de remodelage soit
nécessaire, le plus gros reste cependant réalisé par l’apoptose qui débarrasse le site de la
plaie des populations cellulaires surnuméraires ou ectopiques.
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2. Apoptose
2.1. Rôle de l’apoptose dans la guérison de plaies
Étant donné le rôle primordial joué par l’apoptose tout au long du processus de
guérison, il est important de le comprendre dans son ensemble. Il permet en effet de
clore chacune des trois phases en éliminant de la plaie de nombreuses cellules périmées
et ainsi d’harmoniser l’essor de la phase subséquente. Cette mort cellulaire programmée
génétiquement diffère de la nécrose puisqu’elle s’effectue sans causer de réaction
inflammatoire dommageable aux tissus environnants (Greenhalgh, 199$).
Greenhalgh, en 199$, a montré que le tissu recouvrant la plaie, soit le nouvel
épithélium, soit un tissu greffé, semble être l’élément déclencheur de l’expression des
signaux d’apoptose. En effet, il a été constaté cliniquement qu’une plaie demeurant
ouverte sera perpétuellement enflammée alors que les cellules inflanimatoires
disparaissent dès que la plaie est recouverte par une nouvelle surface épithéliale. Les
kératinocytes constituant la nouvelle couverture épithéliale jouent un rôle important dans
le bon déroulement du processus de guérison. Lors d’expérience in vitro, ils influencent
l’expression génique des fibroblastes sous-jacents en orientant leur production de
cytokines de façon à procéder au mieux à la réparation de la lésion (Nowinski, et coil.,
2004). Les grands brûlés ont tendance à développer des cicatrices pathologiques lors du
processus de guérison, car ils sont exempts de couverture épithéliale.
2.2. Les découvertes de l’apoptose
Le concept de mort cellulaire programmée a été introduit par Kerr et coll. en 1972
comme une séquence d’altérations morphologiques permettant l’élimination des cellules
surnuméraires, dysfonctionnelles ou ectopiques. La définition uniquement
morphologique de l’apoptose a été remise en question après les études pionnières de
Horvitz (1999) sur le développement du nématode Caenorhabditis eÏegans. Son
approche novatrice a permis d’identifier l’existence d’un programme moléculaire,
présent de façon constitutive dans la cellule, permettant aux cellules de déclencher leur
mort (Kasof et coll., 1999; Ranger et coll., 2001). Les connaissances de base acquises
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chez le nématode ont ensuite pu être transférées et adaptées aux processus plus
complexes se déroulant chez les mammifères.
2.3. Déroulement de la phase apoptotigue
Signal extrinsèque Signal intrinsèque
- Récepteurs - Mitochondrie
membranaires - Famille de Bd-2
Initiation Initiation
Caspa Exécution spase 9
4.
Mort cellulaire
Figure 2 Deux voies principales d’initiation du processus apoptotique amenant à la voie
d’exécution puis à la mort cellulaire.
La mort apoptotique résulte de la transduction d’un signal provenant de la surface
cellulaire et entraînant des changements subséquents dans l’expression des gènes
contrôlant l’apoptose ou dans l’activation!inactivation de protéines déjà présentes à
l’intérieur de la cellule et ayant un rôle dans l’apoptose. Il s’agit d’une multitude
d’étapes toutes inter-reliées et hautement régulées (Evans, 1993 ; Kam et Ferch, 2000;
Ashe et Berry, 2003).
Le processus apoptotique peut être modélisé en trois étapes
• Initiation, qui peut se faire par des voies afférentes à la cellule très diverses.
• Régulation ou phase de décision confrontant des mécanismes pro et anti
apoptotiques : l’équilibre entre les deux aboutit ou non à la mort de la cellule.
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Dégradation ou phase d’exécution, commune à toutes les formes d’initiation de
I’ apoptose.
Afin de mieux comprendre ce phénomène complexe dans son ensemble, l’apoptose
sera expliquée en prenant la cascade d’évènements à l’envers. La phase d’exécution,
commune à toutes cellules en apoptose, sera d’abord expliquée puis ensuite les
mécanismes d’initiation et de régulation seront détaillés.
2.4. Machinerie apoptotigue
2.4.1. Phase exécutrice de l’apoptose
Pour comprendre le mode d’action de l’apoptose au niveau moléculaire, il faut
d’abord regarder les éléments principaux ou acteurs du processus d’apoptose en tant que
tels. Il s’agit d’un système protéolytique représenté par les membres de la famille des
caspases, ou protéases à cystéine (Cysteine Aspartate Specific ProteASEs) (Thornberry
et Lazebnik, 1998; Nicholson, 1999; Shi, 2002).
Les caspases sont synthétisées comme protéases cytosoliques inactives, zymogènes
ayant une activité enzymatique intrinsèque très faible (Strasser et coli., 2000). Pour les
activer, il est nécessaire qu’elles reçoivent une stimulation apoptotique antérieure
(discutée plus tard, dans la phase initiatrice de l’apoptose) (Nicholson, 1999; Shi, 2002).
Elles possèdent un double rôle : rôle initiateur en préparant le désassemblage des
cellules et rôle effecteur de désassembleur de cellules en s’attaquant à des cibles bien
précises, ceci en réponse aux facteurs pro-apoptotiques. Le clivage de ces différentes
protéines entraîne ainsi la mort cellulaire (Cohen, 1997; O’Connor et Strasser, 1998;
Eamshaw et colI., 1999; Nicholson, 1999).
Pour remplir ces deux rôles, il existe donc deux catégories de caspases : les
caspases initiatrices et les caspases effectrices (Earnshaw et colI., 1999; Nicholson,
1999). Les caspases initiatrices sont capables de s’auto-activer, ou bien de s’activer entre
elles (Martin et coli., 199$; Muzio et coll., 199$). Une fois activées, elles vont à leur
tour activer les caspases effectrices, qui amplifient ainsi le signal apoptotique. Ces
dernières constituent donc le moteur de l’apoptose; elles clivent les substrats (des
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protéines cellulaires) et provoquent le démantèlement des cellules, caractéristique de
l’apoptose (Nicholson, 1999; Utz et Anderson, 2000; Borner, 2003).
2.4.2. Phase initiatrice de l’apoptose
Deux grandes voies moléculaires d’induction aboutissant à la mise en route de la
machinerie apoptotique peuvent être décrites. La voie d’activation intrinsèque fait suite à
des perturbations au niveau de la mitochondrie provoquant le relargage de protéines
mitochondriales dans le cytosol (Ashe et Berry, 2003). La voie d’activation extrinsèque,
quant à elle, est initiée par la liaison, au niveau de la membrane plasmatique, d’un signal
à un récepteur de mort cellulaire, lui conférant ainsi le nom de «death receptor
pathway ». Ces deux voies distinctes d’initiation permettent l’amplification du signal
apoptotique et la mise en marche ultérieure de la machinerie apoptotique via les
caspases.
2.4.2.1. Voie intrinsèque mitochondriale
Des études récentes ont permis de montrer que le rôle de la mitochondrie n’est plus
cantonné à la seule fonction de production d’acide triphosphate (ATP) au sein de la
cellule. Elle est aujourd’hui reconnue comme un acteur important dans la régulation
moléculaire de la mort cellulaire. Cette voie d’induction fait suite à des stimuli très
variés reçus par la cellule (par exemple, dommages à l’ADN, anoxie, agents cytotoxiques
ou encore déprivation en cytokines). Il s’ensuit une augmentation de la perméabilité des
membranes mitochondriales ainsi qu’une chute du potentiel transmembranaire
mitochondrial. Cette perméabilisation des membranes mitochondriales permet le passage
de protéines pro-apoptotiques depuis l’espace inter-membranaire de la mitochondrie vers
le cytoplasme (Parone et coll., 2002). L’ouverture des pores mitochondriaux serait
possible grâce à la présence de Bax et/ou Bid, éléments pro-apoptotiques de la famille de
Bd-2 (Jacotot et coll., 1999; Crompton, 2000; Eskes et coll., 2000; Sharpe et coll.,
2004).
Les protéines mitochondriales ainsi libérées forment un complexe multiprotéique
puis celui-ci se lie à la forme zymogène de la caspase-9 pour former un complexe appelé
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apoptosome. L’apoptosome va alors cliver les caspases sous forme zymogène et les
rendre actives. Celles-ci activeront à leur tour d’autres caspases afin d’aboutir à la mort
cellulaire (Zou et coll., 1999).
2.4.2.2. Voie extrinsèque des récepteurs membranaires
La deuxième voie d’initiation du processus apoptotique prend naissance avec la
stimulation de nombreux récepteurs de mort cellulaire, situés à la surface de la
membrane plasmatique (par exemple Fas et son ligand fasL). Ces récepteurs
appartiennent à la superfamille des récepteurs aux TNFs (TNFR). Dans cette famille,
certains récepteurs sont pro-apoptotiques, d’autres sont anti-apoptotiques. Le rôle pro
ou anti-apoptotique, faisant suite à l’activation de ces récepteurs, va alors dépendre des
protéines leur étant associées. Cette balance fine permet d’ajuster au mieux la réponse
cellulaire subséquente d’après les signaux apoptotiques perçus (Itoh et coll., 1991).
Le processus débute avec le recrutement du signal apoptotique, au niveau de la
membrane plasmatique, puis se poursuit par une succession d’associations de protéines
aboutissant à la formation d’un complexe multiprotéique appelé le death-inducing
signaling complex (DI$C). L’assimilation des pro-caspases initiatrices dans le DISC
entraîne leur clivage réciproque et la libération des formes activées de ces pro-caspases
dans le cytosol. Elles vont à leur tour cliver un certain nombre de caspases effectrices
pour permettre l’apoptose (Peter et coll., 1997; Bobé, 2002).
2.4.3. Régulation endogène de l’apoptose
L’apoptose est, comme tous les processus biologiques et moléculaires, soumis à
d’importantes régulations qui interviennent pour contrôler de façon positive ou négative
la mort cellulaire.
Pour chacune des deux voies moléculaires citées précédemment (voie
mitochondriale et voie du récepteur) aboutissant à la mort de la cellule, la régulation dc
l’apoptose se fait grâce à l’intégration de signaux d’apoptose au niveau des complexes
multiprotéiques (respectivement l’apoptosorne et le DISC). Ces signaux peuvent être très
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nombreux, une attention plus particulière sera portée sur p53, qui est utilisé pour la
présente étude.
2.4.3.1. Bel-2
Les protéines de la famille de Bel-2 jouent un rôle important dans la régulation de
la mort cellulaire programmée, de façon positive ou négative. En effet, certaines sont
pro-apoptotiques, comme Bax. Bak, Bad, Bim et Bid, et favorisent l’apoptose, alors que
d’autres, notanmient Bel-2 et Bcl-xL, sont anti-apoptotiques. Les niveaux relatifs des
protéines pro- et anti-apoptotiques déterminent la sensibilité de la cellule à un stimulus
de nature apoptotique. Les deux types de protéines sont requis pour un développement
cellulaire équilibré et pour assurer l’homéostasie (Pellegrini et Strasser, 1999; Guo et
coll., 2001; Borner, 2003).
Les membres pro-apoptotiques de la famille de Bel-2 faciliteraient la libération des
protéines pro-apoptotiques de la mitochondrie en favorisant l’ouverture des pores
mitochondriaux. Ainsi l’apoptosome se formerait et donnerait suite à l’activation
ultérieure des caspases (Sitailo et coll., 2004; Twiddy et coll., 2004). Les membres anti
apoptotiques de la famille de Bel-2, quant à eux, interagiraient et inhiberaient les
protéines pro-apoptotiques empêchant ainsi l’ouverture des pores mitochondriaux. Ainsi,
l’apoptosome ne se formerait pas et la suite de la cascade des caspases ne pouffait avoir
lieu (Li et coll., 1997; Adams et Cory, 199$; Ashe et Berry, 2003; Danial et Korsmeyer,
2004; Jiang et Wang, 2004).
2.4.3.2. p
La protéine p53, dans sa forme sauvage, joue un rôle important dans la réponse
cellulaire contre le stress, à titre d’agent oncosuppressif. Le déclenchement de la voie
apoptotique via p53 est favorisé par des stimuli intracellulaires, comme par exemple, la
fixation d’ADN endommagé à la protéine p53. En effet, celle-ci possède un domaine
spécialisé dans la reconnaissance de l’ADN.
Son action dans le processus apoptotique n’est pas directe; il agit comme
intermédiaire en stimulant l’expression des gènes pro-apoptotiques de la famille de Bel-
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2 (Choisy-Rossi et cou., 1998; $nustad et Simmons, 1999). L’action de p53 oriente
l’activité transcriptionnelle vers plusieurs possibilités: un arrêt du cycle cellulaire
permettant la réparation de l’ADN ou la mort cellulaire, et ce, en fonction de l’état des
cellules en cause. Il est appelé «gardien de l’intégrité cellulaire ».










Figure 3 : Rôle de p53 dans le maintien de l’intégrité cellulaire. Source:
http://www.portfolio.mvm.ed.ac.uklstudentwebs/session2/group2$/p53.html
Régulation de p53
Dans des conditions normales (cellules non stressées), la protéine p53 est inactive.
Elle est maintenue à un niveau basal très faible par son association avec l’oncoprotéine
murine double mutant 2 (Mdm2), qui provoque son transport depuis le noyau vers le
cytoplasme et sa dégradation ultérieure par la voie ubiquitine/protéasome. La présence
de p53 active l’expression de Mdm2 afin de maintenir ce niveau basal très faible.
Cependant, suite à une lésion de l’ADN, la liaison entre Mdm2 et p53 est diminuée suite
à sa phosphorylation et une augmentation de la quantité de p53 libre se produit suite à sa
dissociation de Mdm2 (Oliner et coll., 1993).
• Rôle de p53 dans l’apoptose
Si les lésions sur l’ADN sont trop importantes et les réparations insuffisantes, la
protéine p53 provoque l’élimination apoptotique de la cellule en inhibant l’action anti
apoptotique de Bd-2 par le biais de la transcription augmentée du gène Bax. Ce dernier
permet alors l’ouverture des pores mitochondriaux, et l’apoptose emprunte la voie
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«intrinsèque» d’initiation. p53 n’intervient pas dans la voie dite «extrinsèque»




Figure 4: Rôle de p53 dans l’apoptose.
p53 induit l’expression de Bax, qui inhibe l’action de Bd-2. Bax et Apafi se
lient, forment l’apoptosome, activent la caspase-9; l’apoptose a lieu.
Source : hffp://www.web-books.comlMoBio/Free/Ch4Hp53 .htm
Récemment, Erster et MolI (2004) ont découvert une action plus directe des
protéines p53 sur la mitochondrie. C’est une action rapide car il n’est pas question ici
d’activité transcriptionnelle, donc pas d’ intermédiaire. En réponse à différents stimuli de
stress, une fraction de p53 de type sauvage serait envoyée directement vers la
mitochondrie. À ce moment, p53 aurait une action physique directe en bloquant l’action
anti-apoptotique de Bel-2 et Bcl-xL et activerait la polymérisation de Bax, permettant un
relâchement rapide des protéines pro-apoptotiques vers le cytoplasme. L’ apoptose serait
donc plus vite déclenchée.
• p53 mutant
Des mutations subies au niveau du gène codant pour la protéine p53 permettront
une accumulation de cette protéine, mais elle sera non fonctionnelle, et n’entraînera
donc pas la cellule vers l’apoptose. Ceci constitue Panomalie génique la plus courante
retrouvée dans les tumeurs chez l’homme. Ces mutations permettent aux cellules
tumorales de franchir le cap Gi de l’interphase lors de la mitose, sans avoir corrigé les
lésions de l’ADN (Snustad et Simmons, 1999).
Les protéines p53 mutées sont fréquemment retrouvées dans les cellules tumorales
à des niveaux cellulaires élevés du fait d’ un rallongement de leur demie-vie (5 à 10
heures au lieu de 6 à 20 minutes dans sa forme sauvage) (Gannon et cou., 1990). Cette
augmentation de la demie-vie de la forme mutée de p53 permet sa détection grâce à
l’immunohistochimie (IHC); dans la forme sauvage, p53 est en trop faible quantité pour
être détectée dans des cellules non mutantes à cause de sa courte demie-vie
(Blagoskloimy, 1997; $lade et Moli, 2003).
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Figure 5 L’apoptose en résumé.




















2.5. Modifications morphologiques des cellules apoptotiques
Figure 6 : Photomicrographie d’une cellule apoptotique. La caractéristique principale de




En plus des considérations moléculaires, l’apoptose se manifeste par des
changements morphologiques observables de façon évidente à la microscopie
électronique. Ces changements interviennent aussi bien au niveau de la membrane, que
du cytoplasme et du noyau. L’apoptose concerne généralement quelques cellules isolées,
à la différence de la nécrose qui porte sur un ensemble de cellules voisines ($tudzinski,
2001).
Au début, les cellules s’isolent, perdent leur desmosome; leur surface devient lisse.
Puis, elles se rétractent et le volume cellulaire diminue, avec un regroupement des
organites. Ces derniers conservent cependant leur intégrité, contrairement à ce qui se
produit lors de nécrose. Du fait de la diminution de volume, la membrane cellulaire
prend un aspect fripé; la cellule a une surface convolutée. Le noyau devient ensuite très









s’ensuit une convolution des membranes nucléaire et cytoplasmique. L’ADN se
fragmente alors de façon régulière. L’enveloppe nucléaire disparaît et le cytoplasme se
divise en vésicules contenant des morceaux du noyau et des organites cellulaires intacts.
Ces vésicules forment les corps apoptotiques. Ils sont dispersés, sans se rupturer, dans la
MEC et phagocytés par les cellules voisines. Les cellules phagocytaires responsables de
cette tâche sont surtout les macrophages; les neutrophiles n’interviennent pas
(Studzinski, 2001). Comme le contenu vésiculaire n’est pas libéré dans le milieu
extracellulaire, l’apoptose se déroule sans inflammation.
2.6. Techniques de révélation de l’apoptose
Toutes les caractéristiques morphologiques décrites précédemment (condensation
de la chromatine, formation et phagocytose des corps apoptotiques) sont des processus
tellement rapides que la microscopie ne se révèle pas la meilleure technique pour
observer ce phénomène. Ainsi, des techniques de marquage, autre que la simple
observation de la morphologie des cellules, ont été développées afin d’identifier les
cellules subissant l’apoptose.
2.6.1. Méthode TUNEL
La méthode TUNEL est une application de la biologie moléculaire permettant de
repérer in sitît les coupures d’ADN survenant lors d’apoptose. Le terme TUNEL vient de
TdT (Terminal deoxynucleotidyl Transferase)-mediated dUTP-biotin Nick End
Labelling. Uutilisation de la déoxynucléotidyltransférase (enzyme TdT) permet
d’ajouter des désoxyribonucléotides aux extrémités 3-OH de l’ADN fragmenté. Un
système de révélation associé à ces nucléotides (par exemple, déoxyuridine biotinylée
mise en évidence par un complexe avidine-peroxydase) est utilisé afin de localiser les
fragments d’ADN marqués sur des cultures cellulaires, des échantillons congelés ou des
échantillons fixés en paraffine (Heatwole, 1999; Wilson et Potten, 2001; Walker et
Quirke, 2001).
Cette méthode permet de détecter les cellules apoptotiques avant qu’elles
deviennent des corps apoptotiques. Cependant, Grasl-Kraupp et coll. (1995) ont évalué
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l’efficacité de la méthode TUNEL pour détecter des cellules apoptotiques et des cellules
nécrotiques. Les résultats se sont révélés positifs dans les deux cas.
Il est donc important de noter que la méthode peut donner des faux positifs en marquant
les cellules nécrotiques: il faut en tenir compte dans l’interprétation des résultats. Ceci
peut être accompli à l’aide de contrôles négatifs ou encore en complétant la méthode
TUNEL par une autre se basant sur la morphologie des cellules afin de différencier
celles qui sont apoptotiques de celles qui sont nécrotiques (Marshman et coll., 2001;
Valavanis et coll., 2001).
2.6.2. Immunohistochimie (IHC)
Une autre méthode utilise l’IHC, afin de détecter des antigènes spécifiques aux
cellules subissant l’apoptose. Il s’agit d’une méthode indirecte de détection de cellules
apoptotiques. Pour cela, des anticorps monoclonaux ou polyclonaux sont dirigés contre
les protéines à tester et mis en évidence grâce à des marqueurs. Avec cette méthode, le
choix des protéines à dépister lors de l’apoptose est varié. Il peut s’agir de détecter les
récepteurs comme Fas/FasL, les signaux apoptotiques comme p53, Bd-2, Bax, ou
encore les caspases.
3. Cicatrisation pathologique chez l’homme le chéloïde
La guérison cutanée chez l’homme peut présenter une forme pathologique
caractérisée par une accumulation excessive de tissu collagénique au site de la lésion. Il
s’agit du chéloïde (Tredget, et coll., 1997; Yuan et Nichter, 199$). Bien que l’origine
exacte de cette anomalie ne soit pas connue, certains facteurs favorisent son
développement, comme une prédisposition génétique (les personnes ayant la peau jaune
ou noire sont plus souvent atteintes que celles à peau blanche), l’âge Qathologie plus
fréquente chez les enfants) et la localisation sur le corps (région du sternum, des épaules,




Le chéloïde est une cicatrice surélevée caractérisée par les propriétés suivantes t il
s’étend au-delà des limites de la plaie et envahit les tissus environnants normaux, ne
régresse pas avec le temps, est difficile à diminuer chirurgicalement (récidives
fréquentes) et ne provoque pas de contractures (Ehrlich et cou., 1994). De nombreuses
études réalisées sur cette pathologie ont permis de déceler plusieurs mécanismes à la
base de son développement.
3.1.1. Déficience en apoptose
Tel que mentionné précédemment, l’influence restrictive de p53 sauvage sur la
prolifération cellulaire est déficiente lors de tumorigenèse, soit par inactivation ou suite à
une mutation de p53 (Hollstein et coll., 1991). Dans ces processus pathologiques,
l’expression continuelle de facteurs de croissance mitogènes, couplée à une absence de
p53 de type sauvage, conduit à une prolifération cellulaire incontrôlée et pathologique. Il
est probable que ce phénomène se produise lors de désordres fibroprolifératifs du derme,
tels les chéloïdes ($aed et cou., 199$). En effet, l’équilibre entre la prolifération
cellulaire et l’apoptose est rompu à la fois dans les cultures de fibroblastes provenant de
chéloïdes (Luo et coll., 2001) et dans les tissus chéloïdiens in vivo (Sayah et coll., 1999).
Le travail de Sayah et coll. (1999) a rapporté une activité apoptotique différente dans des
tissus chéloïdiens comparativement à des tissus issus de cicatrice normale. Dans cette
étude, l’activité apoptotique est étudiée sous deux aspects expression des gènes
contrôlant l’apoptose et activité apoptotique spatiale. L’étude de l’expression des gènes
contrôlant l’apoptose ne peut clairement indiquer une direction (stimulation ou
inhibition) du processus apoptotique dans les tissus chéloïdiens, en revanche, elle prouve
qu’il existe une différence dans l’expression des gènes impliqués dans l’apoptose entre
les tissus issus de chéloïdes et ceux provenant de cicatrices normales. Ce résultat est
confirmé grâce à une étude utilisant la technologie des micro-réseaux d’ADNc; sur $400
gènes impliqués, 402 ont une expression différente (sur-expression ou sous-expression)
entre des tissus provenant de chéloïdes et des échantillons de peau normale (Chen et
coll., 2003). Enfin cette étude de Messadi et coll. (1999) montre que le pourcentage de
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cellules apoptotiques stimulées par les fibroblastes de peau normale est deux fois
supérieur au pourcentage de cellules apoptotiques de fibroblastes provenant de
chéloïdes. Tout ceci prouve donc un dérèglement dans l’élimination cellulaire
apoptotique lors de cicatrices chéloïdiennes. L’autre aspect de l’étude s’intéresse à la
répartition spatiale de l’apoptose à l’intérieur des tissus grâce à la méthode TUNEL. Ils
ont montré que l’activité apoptotique des fibroblastes dérivés de chéloïdes est diminuée
par rapport à celle des fibroblastes présents dans les cicatrices normales. De plus,
l’activité apoptotique est plus faible au centre du chéloïde par rapport à celle présente en
périphérie. Cette constatation confirme l’énoncé de Greenhalgh (1998) décrivant une
intensité accrue de signaux d’apoptose sous le nouvel épithélium, comparativement au
centre de la plaie. Cette distribution spatiale de l’activité apoptotique, ajoutée à
l’expression différentielle des gènes contrôlant l’apoptose, peut donc suggérer une
persistance des fibroblastes synthétiques et ainsi une production accrue des composants
de la MEC caractéristiques des cicatrices chéloïdiennes ($ayah et coll., 1999).
Funayama et coll. (2003) ont montré que, à partir de cellules issues de chéloïdes,
les fibroblastes mis en coculture avec des kératinocytes présentent une prolifération
accrue et une activité apoptotique diminuée; phénomène non observé lorsque les
fibroblastes sont mis en culture avec des kératinocytes de peau normale. De plus,
l’analyse des facteurs impliqués dans la prolifération et l’apoptose a révélé une quantité
augmentée de Bd-2 et de TGf-f3 dans le cas de fibroblastes en coculture avec des
kératinocytes issus de chéloïdes. Les deux résultats confondus suggèrent fortement que,
dans le cas de développement de cicatrices chéloïdiennes, les kératinocytes exercent un
rôle important sur les fibroblastes sous-jacents en provoquant une augmentation de leur
activité proliférative et en diminuant leur activité apoptotique, ce par un effet paracrine
et double paracrine. De manière plus générale, Nowinski et coll. (2004) ont démontré
que l’expression de 243 des 343 gènes fibroblastiques testés s’est révélée stimulée par la
présence de kératinocytes en coculture avec des fibroblastes. Leurs résultats démontrent
bien l’influence exercée par les kératinocytes sur l’expression génique des fibroblastes
sous-jacents lors du processus de guérison.
Enfin, une étude menée par Ladin et coll. (1998) rapporte un dérèglement dans le
contrôle de la protéine p53 ainsi qu’une sur-expression de Bd-2 (facteur anti-
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apoptotique) et une persistance des protéines fas en surface des fibroblastes issus de
chéloïdes, le tout suggérant un retard dans l’apoptose. Ces résultats sont confirmés par
une étude de Teofoli et cou. (1999). Ils ont montré une expression augmentée de Bd-2
et diminuée de p53 dans des tissus chéloïdiens au moyen de l’IHC, suggérant une
activité apoptotique déficiente dans ces cicatrices pathologiques.
Les signaux d’apoptose permettent non seulement un enchaînement harmonieux des
différentes phases de guérison, mais limitent aussi le dépôt de collagène en contrôlant la
population de fibroblastes synthétiques et donc leur activité collagénique (p53 se lie au
promoteur du gène humain pour la collagénase de type IV (MMP-2)) (Bian et Sun, 1997).
3.1.2. Occlusion des microvaisseaux
Les microvaisseaux présents à l’intérieur des chéloïdes sont occlus suite à une
prolifération excessive de cellules endothéliales, alors que ceci n’est que très peu
observé dans les vaisseaux issus de peau intacte ou de cicatrice normale (Kischer et
Shetiar, 1979; Kischer et coll., 1982). La microscopie électronique est nécessaire à la
détection de ce phénomène (Kischer, 1993). Cette occlusion entraînerait une hypoxie
locale et de ce fait stimulerait la production excessive de collagène par les fibroblastes
(Kischer, 1992). Il est postulé qu’une expression accrue de TGF-f3 par les fibroblastes
dermiques en milieu hypoxique (Falanga et coÏl., 1991) soit à l’origine de
l’accumulation excessive de la MEC pathognomonique de la cicatrisation exubérante,
étant donné que ce facteur de croissance est un stimulant majeur de la synthèse de
collagène et d’autres protéines constitutives de la matrice. En effet, ce phénomène est
mis en cause lors du développement de chéloïdes (falanga et coll., 1993). Au contraire,
l’anoxie régule positivement la synthèse protéique de p53 de type sauvage, inhibant ainsi
la prolifération cellulaire anormale par l’intermédiaire d’un arrêt de l’inhibition de
l’apoptose par le biais de Bd-2 (Chopp et coll., 1992). Il est postulé que ce mécanisme
soit à l’origine de la résolution notée lors de l’application d’un bandage occlusif à base
de silicone aux cicatrices hypertrophiques chez les grands brûlés (Kischer et $hetlar,
1979).
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4. Cicatrisation patholoigue chez le cheval
Les blessures cutanées représentent un problème de grande envergure en médecine
vétérinaire. Le cicatrisation anormale chez le cheval a un poids non négligeable pour
l’industrie équille les chevaux athlétiques présentant une plaie chronique ou
fibroproliférative peuvent être retirés de la compétition ou euthanasiés.
Le cheval est la seule espèce avec l’homme à développer des cicatrices anormales;
chez le cheval, il s’agit du bouton de chair. Les études décrites précédemment relatives
aux chéloïdes de l’homme servent de base pour la compréhension des cicatrices
exubérantes retrouvées en médecine équine.
Chez le cheval, il est fréquent que les plaies ne puissent être suturées, suite à une
contamination microbienne excessive en raison de la localisation en portion déclive des
membres, ou encore une perte trop importante de tissus en raison de la nature
traumatique de la plaie et du comportement de l’animal. Il est donc souvent nécessaire
de laisser guérir la plaie par seconde intention. Ce mode de guérison implique la
formation d’un nouveau tissu conjonctif, d’angiogénèse, de contraction pour diminuer la
taille de la blessure et de réépithélialisation pour couvrir la surface lésée. Cependant,
avec ce mode de guérison, il est fréquent d’observer le développement excessif de tissu
de granulation, communément appelé «bouton de chair », et ce particulièrement sur des
plaies localisées à l’extrémité des membres (Walton et Neal, 1972; Jacobs et coll.,
1984).
De nombreux facteurs physiques pourraient expliquer ces complications, comme,
par exemple, le mouvement continu du membre de l’animal, la tension excessive de la
peau à cet endroit, la contamination importante due à la proximité du sol ainsi qu’un
apport sanguin restreint en raison du déficit en tissus sous-jacents au niveau
appendiculaire (Bertone, 1989; Stashak, 1991; Bacon Miller et cou., 2000). Cependant,
ces hypothèses ne relèvent que de suppositions; les explications de ce phénomène
représentant le but de cette étude.
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4.1. Bouton de chair: état actuel des connaissances
Tout comme le chéloïde, le bouton de chair se caractérise par un dépôt excessif de
protéines matricielles. Contrairement au chéloïde, il n’existe pas de couverture
épithéliale sur le bouton de chair.
Souvent, les plaies de membres doivent être protégées de l’environnement par un
bandage. Il a été constaté, suite à des expérimentations, qu’une plaie à cet endroit
maintenue sous bandage développe plus facilement un bouton de chair. En effet, le
bandage crée un environnement hypoxique et maintient les cellules inflammatoires à la
surface de la plaie, ce qui stimule l’angiogénèse et la fibroplasie (Barber, 1989; Théoret
et coll., 2002).
Une expérience menée par Chvapil et coll. (1979) a montré que, chez le cheval, la
phase inflammatoire est très prononcée par rapport à celle observée chez le rat, ce
dernier ne développant pas de cicatrices hypertrophiques. Ensuite, en 1999, l’équipe de
Wilmink et coll. s’est intéressée à la différence de guérison poney/cheval et, dans chaque
espèce, les différences de guérison corps/membres. Le poney ne développe
généralement pas de bouton de chair, mais une différence de guérison est tout de même
notée entre les plaies de jambes et les plaies corporelles; cette différence est
significativement beaucoup moins importante que chez le cheval. Cette équipe rapporte
donc une inflammation prompte, très intense et brève chez le poney (s’étalant sur les
trois premières semaines puis diminuant rapidement). En revanche, chez le cheval, elle
est plus lente à se mettre en place, moins intense et perdure jusqu’à 12 semaines post
trauma. L’étude documente une activité mitotique élevée et persistante dans les plaies à
l’aspect distal du membre du cheval par rapport à celles du tronc du cheval et celles du
poney (Wilmink et cou., 1999a; Wilmink et coil., 1999b). Une apoptose déficiente au
niveau des granulocytes présents lors de la phase inflammatoire pourrait en être la cause,
phénomène probablement lié à une couverture épithéliale insuffisante lors du
développement d’un bouton de chair (Dietch et coil., 1988).
Bacon-Miller et coll. (2000) proposent une croissance fibroblastique plus
importante dans les plaies de membres que dans les plaies de thorax, étant donné que ce
type cellulaire est responsable, en partie, de la mise en place de la MEC. Cependant, une
étude in vitro de Wilmink et coll. (1999b) vient contredire cette hypothèse; les
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fibroblastes de membres ont une activité mitotique moindre que ceux provenant du
thorax du cheval et du poney, ainsi que des membres du poney. In vivo, Wilmink et coll.
(1999b) ont montré que l’activité mitotique des fibroblastes venant d’une plaie à la
croupe diminue rapidement en une semaine, alors que celle des fibroblastes issus d’une
plaie appendiculaire reste significativement élevée. La contradiction de ces résultats peut
être expliquée par les environnements différents des deux expériences : l’une in vivo, où
de nombreux facteurs de croissance peuvent influencer la croissance des cellules par
rapport à une situation contrôlée in vitro.
Le défaut de couverture épithéliale peut être expliqué par un dépôt matriciel en
excès qui nuit au processus de réépithélialisation, soit en inhibant la mitose des
kératinocytes, ou en agissant comme obstacle physique à la migration de ces cellules
(Wilmink et coll., 1999b). D’ailleurs, comparativement aux plaies du thorax, les plaies
situées sur les membres ont une plus faible vitesse de réépithélialisation (Jacobs et coll.,
1984). De plus, le tissu protubérant retarde la contraction effectuée par le
myofibroblaste, étape nécessaire de la guérison chez le cheval, et mène ainsi au
développement d’une cicatrice inesthétique (Théoret et coll., 2002).
Le problème de cicatrisation peut aussi provenir d’un défaut de contraction. Le
degré de contraction d’une plaie est déterminé par les capacités contractiles innées des
cellules ainsi que par les conditions tissulaires locales (Cochrane et coll., 2003).
Wilmink et coll. (1999b) ainsi que Schwartz et coll. (2002) ont démontré, chez le cheval,
une organisation chaotique des cellules contractiles contenues dans le tissu de
granulation des plaies appendiculaires alors que les myofibroblastes issus de plaies
corporelles sont bien ordonnés. En parallèle, Wilmink et coil. (2001) ont montré que la
force contractile innée des myofibroblastes issus des plaies appendiculaires chez le
cheval est similaire à celle des myofibroblastes du tronc in vitro. Le degré d’organisation
des myofibroblastes serait donc responsable d’une contraction efficace, par opposition à
leur force innée ou à leur nombre. Il est important de noter que l’expérience précédente a
été réalisée in vitro; conditions expérimentales très différentes quand on considère les
interactions cellulaires existant in vivo, comme par exemple le profil de cytokines
libérées lors de la réponse inflammatoire et pouvant influencer les cellules lors des
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phases subséquentes de la guérison. Cette étude amène donc des éléments de réponse
mais ne reproduit pas les conditions réelles de guérison.
Van Den Boom et coll. (2002), quant à eux, incriminent le facteur de croissance
pro-inflammatoire et fibrogénique TGF-f3, dans cette guérison anormale. En effet, ils ont
montré que cette cytokine apparaît plus tôt et en quantité plus importante dans les plaies
appendiculaires de poney, confirmant que la phase inflammatoire chez le poney est plus
rapide et plus intense, entraînant une mise en place efficace des autres phases de
guérison. De façon plus précise, la cinétique de l’expression de TGF-f3 a été étudiée lors
de la guérison chez le cheval. Alors que dans les plaies thoraciques il retourne à un
niveau basal à la fin de la phase inflammatoire, ce facteur de croissance persiste à travers
la phase proliférative de guérison dans les plaies localisées à l’aspect distal des membres
(Théoret et coll., 2001b). Également, une production plus accrue d’ARNm pour le TGF
f3, associée à une hausse semblable d’ARNm pour le collagène de type I, a été démontrée
pendant quatre semaines dans des plaies de membres par rapport à celles situées au
niveau pectoral ($chwartz et coll., 2002). Ainsi, la persistance de TGF-f3 dans les plaies
appendiculaires pourrait être reliée à la production excessive de tissu de granulation
puisque ce facteur est fibrogénique. D’autre part, la comparaison est faite entre des
plaies sur les membres guérissant normalement et des plaies sous bandage, qui s’avère
un modèle efficace pour inciter la formation de tissu de granulation excessif. Bien que
les résultats ne soient pas statistiquement significatifs, des quantités accrues de TGF -f31
et déficientes de TGF-f33 furent observées dans les plaies avec bouton de chair, associant
la fibroplasie excessive à un déséquilibre entre la quantité de l’isoforme fibrogénique et
de l’isoforme anti-fibrotique (Théoret et coll., 2002).
Enfin, chez le cheval, il a été démontré que la protéine p53 de forme mutante est
fortement exprimée lors de processus pathologiques impliquant une prolifération
cellulaire accrue, tel l’épithéliorna spinocellulaire (Teifice et LÔbr, 1996). De plus, il est
suggéré que la mutation de la protéine p53 par le virus du papillome bovin soit à
l’origine du sarcoïde équin, une forme de tumeur cutanée bénigne qui s’apparente en
quelque sorte au bouton de chair (Bucher et coll, 1996). Ceci implique qu’une
dérégulation des signaux d’apoptose peut être à l’origine d’une prolifération cellulaire
accrue comme celle remarquée dans le bouton de chair.
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Au niveau curatif, de nombreux traitements ont été testés, cependant aucun n’a
réussi à prévenir de façon convaincante et définitive la forniation excessive de tissu de
granulation chez le cheval étant donné que la pathogenèse de cette condition n’est pas
encore suffisamment élucidée.
5. Objectifs et hypothèses
La première hypothèse spécifique à notre étude sous-tend que l’activité
apoptotique est déficiente dans les plaies développant des boutons de chair par rapport
aux plaies guérissant normalement. La deuxième hypothèse prévoit une occlusion pius
importante des microvaisseaux issus de cicatrices anormales comparativement à ceux de
plaies guérissant normalement.
L’objectif général de l’étude est la compréhension de la physiopathologie du
bouton de chair en ciblant deux aspects: l’activité apoptotique d’une plaie développant
un bouton de chair par rapport aux plaies guérissant normalement ainsi que l’évaluation
de l’ultrastucture des microvaisseaux de ces deux types de plaies.
Méthodologie
1, Chevaux
L’expérience s’est déroulée avec six juments de race Standardbred, âgées de 2 à 3
ans. L’examen physique et les tests hématologiques et biochimiques effectués deux
semaines avant le début de l’étude n’ont révélé aucune anomalie. Au moment des tests
sanguins, les juments ont été vaccinées contre la rage, le tétanos, l’influenza et le virus du
Ni! occidental. Elles ont été gardées en stalle durant toute la période de l’étude (six
semaines) et nourries au foin.
L’utilisation des animaux pour cette étude était conforme aux politiques et aux
normes de l’Université de Montréal et en accord avec les principes et reconimandations
du conseil canadien de protection des animaux (CCPA). Le projet fut approuvé par le
Comité de déontologie animale de la faculté de médecine vétérinaire.
2. Procédure chirurgicale
Les juments ont été placées dans un travail et ont reçu une sédation au chlorhydrate
de détomidine (Dormosedan® 10 mg/mL) 4 mg I.V. et au tartrate de butorphanol
(Torbugesic® 10 mg/mL) 10 mg I.V.
Les sites prévus pour les chirurgies ont été tondus puis nettoyés au moyen d’un
scrub chirurgical. Une anesthésie locale au chlorhydrate de lidocaïne (Lurocaïne® 20
mg/mL) fut pratiquée sur ces sites afin de les désensibiliser. L’anesthésie loco-régionale
pratiquée à l’aspect latéral des membres antérieurs fut de type palmaire haute : les nerfs
palmaire latéral et métacarpien palmaire latéral ont chacun reçu 10 ml de Lurocaïne S.C.
L’aspect latéral du thorax fut désensibilisé à l’aide d’un bloc en L inversé utilisant un
total de 20-2 5 mL de Lurocaïne par animal.
Cinq plaies cutanées de pleine épaisseur, mesurant 2,5cm X 2,5cm furent créées à
l’aide d’un bistouri, en rangée verticale et décalée, aux trois endroits suivants, sur chaque
animal:
- aspect dorso-latéral de la région métacarpieune droite
j
- aspect dorso-latéral de la région métacarpienne gauche
- aspect latéral du thorax (un seul côté, choisi aléatoirement mais de façon
égale trois jmuents avaient les plaies sur le côté droit, les trois autres sur le
côté gauche.)
L’espacement (1,5 cm horizontal et 1,5 cm vertical) des excisions fut standardisé à
l’aide d’un prototype stérile. Les plaies n’ont pas été suturées, permettant une guérison
par seconde intention. Des bandages temporaires ont été placés sur les plaies des
membres dans la période post-opératoire afin de minimiser l’hémorragie, puis ont été
enlevés environ deux heures après l’intervention chirurgicale.
3. Suivi post-opératoire
Un des deux membres (choisi aléatoirement) fut mis sous bandage pour chacune
des juments. Ce dernier a été changé tous les deux ou trois jours. L’autre membre fut
laissé à l’air libre toute la durée de l’étude.
Un examen des juments (température-pouls-respiration) ainsi que des plaies fut
pratiqué à chaque changement de bandages afin de déceler le moindre inconfort ou le
début d’une infection.
Aucun médicament ne fut administré.
4. Biopsies des plaies
Lors de chaque biopsie, les juments ont reçu une sédation et une anesthésie loco
régionale telles que cité précédemment. Les plaies ont été nettoyées avec une solution
saline. Des biopsies de pleine épaisseur ont été prélevées à la périphérie des plaies, à
l’aide d’un punch à biopsie de $ mm de diamètre, de façon à inclure une bande cutanée
périphérique de 3 à 4 mm d’épithélium en migration et une bande de 3 à 4 mm de tissu de
granulation. Afin d’éviter des traumas répétés, chaque plaie n’a été biopsiée qu’une seule
fois. Les biopsies ont été prises de la plaie la plus distale à la plaie la plus proximale afin
que l’inflammation occasionnée par la biopsie n’affecte pas les plaies sous-jacentes et ne
viennent biaiser les résultats. Les tissus ont été placés dans une solution saline avant
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d’être coupés en deux; une partie fut utilisée pour la microscopie électronique, l’autre
pour l’histologie, l’IHC et la méthode TUNEL.
Les dates de biopsie ont été réparties de la façon suivante:






5. Traitement des échantillons
5.1. Histologie
Immédiatement après le prélèvement, les tissus destinés à l’examen histologique
furent placés dans une solution de formaline 10% tamponnée pendant 24h à 4°C. Ils ont
ensuite été enrobés dans la paraffine afin de les sectionner en tranches de 4 jim et de les
monter sur des lames pour examens histologique et immunohistochimique. Aux fins des
examens histologiques, les échantillons ont été révélés au moyen de la coloration HPS.
Deux observateurs indépendants ont évalué de façon serni-quantitative la taille du
site inflammatoire, la progression de la migration de la langue épithéliale, l’angiogénèse
et le degré d’organisation des fibroblastes.
Les grades serni-quantitatifs étaient organisés comme suit
• Taille du site inflammatoire:
O - absence de cellules inflammatoires
1 - site inflammatoire ayant un diamètre inférieur au double de
l’épaisseur de l’épiderme intact recouvrant le site adjacent à la plaie
2 - site inflammatoire ayant un diamètre de deux à cinq fois supérieur
à l’épaisseur de l’épiderme intact
3 - site inflammatoire ayant un diamètre supérieur à cinq fois
l’épaisseur de l’épiderme intact
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Progression de la migration de la langue épithéliale:
0- absence de nouvel épithélium migrant à la marge de la plaie
1- nouvel épithélium ayant recouvert 1/3 du tissu de granulation
compris dans la biopsie
2- nouvel épithélium ayant recouvert 2/3 du tissu de granulation
compris dans la biopsie
3- nouvel épithélium ayant recouvert complètement le site de la lésion
compris dans la biopsie
• Angiogénèse:
0- absence de nouveaux capillaires dans le lit de la plaie
1- entre 1 et 5 nouveaux capillaires dans le lit de la plaie
2- entre 6 et 15 nouveaux capillaires dans le lit de la plaie
3- plus de 15 nouveaux capillaires dans le lit de la plaie
• Organisation des fibroblastes:
0- absence de fibroblastes dans le lit de la plaie
1- fibroblastes présents, organisation chaotique : leurs axes
longitudinaux ne sont pas orientés parallèlement les uns aux autres ni à
la surface de la plaie
2- fibroblastes présents, organisation modérée
3- fibroblastes présents, bonne organisation: leurs axes longitudinaux
sont orientés parallèlement les uns aux autres et aussi à la surface de la
plaie
5.2. Immunohistochimie
Les blocs de paraffine contenant les échantillons de tissu ont été sectionnés en
tranches de 4 jim, qui ont été déparaffinées dans du toluène 100%, réhydratées dans des
concentrations décroissantes d’éthanol (100%, 95% et 80%) et équilibrées dans de l’eau
distillée pendant 5 minutes à température de la pièce.
L’étape suivante consistait à démasquer les épitopes des antigènes d’intérêt pour
l’étude. Pour cela, les lames ont été placées dans une solution de citrate de sodium lOrnM
et irradiées aux micro-ondes pour une période de 1 min 30 à puissance 10, suivie d’une
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période de 4 min à puissance 1. Ces deux étapes sont renouvelées une autre fois pour
terminer avec une période de 30 sec à puissance 10. Les lames ont été laissées à la
température de la pièce pour 10 min afin qu’elles refroidissent.
L’activité de la peroxydase endogène a ensuite été bloquée en plaçant les lames
dans une solution de peroxyde d’hydrogène (H202) 0,3% diluée dans du méthanol pour
une période de 30 min à température de la pièce. Après trois lavages dans du PBS, les
lames ont été incubées pendant 20 min dans du sérum normal de cheval provenant du kit
Vectastain ABC (Vectastain kit, Vector Laboratories mc, Burlington, ON, Canada).
L’excédant a été rincé puis nous avons ajouté les anticorps IgG monoclonaux de souris
contre p53 dilués dans du PBS (concentration finale de 2 tg/mL) (Ab-12, Oncogene
Research Products, San Diego, CA, USA) durant 12h à 4°C dans une chambre humide.
Le lendemain, les lames ont été nettoyées (deux lavages de 5 mm) avec du PBS. La
détection des anticorps monoclonaux est effectuée à l’aide d’un anti-IgG de souris
biotinylé (1:200 dans du PBS) (kit Vectastain) qui est déposé sur les coupes et incubé
pendant 45 min à la température de la pièce. Les lames ont été nettoyées tel que décrit
précédemment. Les tissus ont été incubés avec le complexe ABC (avidin-biotinylated
enzyme complex, kit Vectastain ABC) pendant 45 min à température de la pièce. Une
nouvelle étape de lavage a été réalisée. Les produits de l’immunoréaction ont été
visualisés en incubant les sections avec une solution de 3,Y-diaminobenzidine
tetrahydrochloride (DAB, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) combinée à 0,005
% H2O pendant 15 min à température ambiante. Les tissus ont été rincés à l’eau distillée
(5 mm) avant d’être plongés dans une solution de 33% d’hématoxyline Gill formulation 2
durant 30 sec (Fisher Scientific, Fair Lawn, NI, USA), qui sert de contre-colorant.
L’excédent de colorant a été enlevé à l’eau distillée jusqu’à ce que cette dernière
devienne transparente. Les lames ont été mises sous lamelle à l’aide dAquamount®
(Lerner Laboratories, Pittsburg, PA, USA) et observées au microscope Nikon Eclipse400.
Les contrôles positifs ont été réalisés à partir d’échantillons d’épithélioma
spinocellulaire de cheval. Les contrôles négatifs étaient réalisés grâce à des échantillons
de peau normale ainsi que des échantillons standard dans lesquels l’anticorps primaire a
été remplacé par du PBS lors de la période d’incubation de 12h.
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L’intensité immunocolorante ainsi que le pourcentage de cellules positives dans les
tissus on été estimés par deux évaluateurs indépendants, à l’insu, dans trois sections
différentes de l’échantillon: kératinocytes de la jonction ancien!nouvel épithélium et du
nouvel épithélium et fibroblastes sous le nouvel épithélium. Des grades semi-quantitatifs
pour ces deux critères ont été établis comme suit : O (intensité de coloration faible ou
nulle) et 1 (forte intensité de coloration), puis de O à 3 pour le pourcentage de cellules
positives (0 : <5%, 1: 6-19%, 2 : 20-39%, 3 : >40%). Ces deux valeurs ont ensuite été
additionnées afin d’attribuer un seul grade (s’échelonnant de O à 4) évaluant la réactivité
des tissus à p53, ceci en respectant l’importance de chaque critère, soit, le pourcentage de
cellules positives comptant pour 80% et l’intensité de coloration pour 20%.
5.3. Méthode TUNEL
La fragmentation in situ de l’ADN a été visualisée grâce à la méthode TUNEL. Les
échantillons tissulaires ont été déparaffinés dans du toluène 100%, réhydratés dans une
succession de bains d’éthanol de concentrations décroissantes (100%, 90%, 80% et 70%),
puis dans une solution de TBS (tris-buffer saline). Les tissus ont ensuite été prédigérés à
l’aide de la protéinase K (20 tg/ml) pendant 20 mm, puis incubés durant 30 min dans une
solution de peroxyde d’hydrogène 3% (dilué avec du méthanol) pour bloquer la
peroxydase endogène. Une période de lavage de 5 min dans du TBS a terminé chacune
des étapes précédentes. Une période de 20 min d’incubation avec le TdT equilibration
buffer (dilué 1:5) a suivi afin de préparer la réaction de marquage avec l’enzyme. Cette
dernière étape a consisté à mettre l’enzyme TdT (Terminal deoxynucleotidyl Transferase)
en solution avec le TdT labelling reaction mix du kit FragEL (Q1A33; Oncogene
Research Products), en proportion respectivement de 5% et 95% puis appliqué sur les
tissus et incubé pendant 45 min à 37°C dans une chambre humide. Afin de stopper la
réaction, 200 pi de solution stop du kit a été appliquée sur les lames durant 5 min. Après
un lavage de 5 mm, les échantillons ont été incubés pendant 10 min avec du tampon
bloquant afin de détecter les fragments d’ADN précédemment marqués. L’excédent de ce
tampon est éliminé puis la solution de conjugué a été ajoutée aux échantillons pour une
incubation de 30 min à température de la pièce. Enfin, la visualisation de la réaction a été
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possible en incubant les tissus avec une solution de 3,3-DAB (kit fragEL) pendant 10
min. Un dernier rinçage a été nécessaire afin d’enlever l’excédent de DAB. La contre-
coloration a été réalisée à l’aide de la solution de vert de méthyl, pendant 3 min. Les
tissus ont été successivement plongés dans une solution de 100% d’éthanol puis dans du
xylène avant de les mettre sous lamelles à l’aide de Permount® (fisher Scientific).
Deux types de contrôles positifs ont été réalisés, le premier consistait en une
population de cellules HL6O préalablement incubées avec de l’actinomycine D afin
d’induire Ï’apoptose (JA1609; Oncogene Research Products). La deuxième série
consistait à incuber un échantillon de peau normale avec une solution de DNAse I (1
jig/jiL) afin de provoquer des coupures d’ADN qui ont été ultérieurement marquées de la
même façon que les autres échantillons avec le kit fragEL. Cette étape est réalisée juste
après la digestion avec la protéinase K, puis ces échantillons sont traités avec les autres
n’ayant pas subi l’incubation avec la DNAse. Les contrôles négatifs consistaient en de la
peau normale avec l’enzyme TdT, et en un tissu de plaie ayant été incubé sans l’enzyme
TdT.
Deux observateurs indépendants ont évalué la présence de cellules apoptotiques de
façon semi-quantitative en établissant des grades comme suit
0- absence de cellules apoptotiques
1- présence modérée de cellules apoptotiques
2- forte présence de cellules apoptotiques.
Les cellules observées étaient les fibroblastes situées à la jonction ancien!nouvel
épithélium.
5.4. Microscopie électronique
Les échantillons destinés à la microscopie électronique furent immergés dans une
préparation de glutaraldéhyde 2,5 % en tampon cacodylate 0,05 M, pH 7,4 de façon à
fixer les protéines, puis fragmentés en petits cubes (0,5 mm3) à l’aide d’une lame de
scalpel en prenant soin de ne pas écraser le tissu. Les fragments de tissus ont été laissés
dans la solution de glutaraldéhyde pendant 4 heures à 40 C. Ensuite, les tissus ont subi
trois rinçages successifs en tampon cacodylate 0,05 M, pH 7,4 (osmolarité ajustée au
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sucrose + 340 mOsm) avant d’être placés dans une solution de tétroxyde d’osmium
(0s04) 1 % en tampon cacodylate 0,05 M, pH 7,4 (osmolarité ajusté au sucrose + 340
mOsm) pendant 2 heures 40 C. Cette étape servait à fixer les lipides. Deux rinçages en
tampon cacodylate 0,05 M; pH 7,4 (osmolarité ajustée au sucrose + 340 mOsm) à 4° C
ont ensuite été effectués. Les échantillons ont été colorés à l’acétate d’uranyle 0,5 % en
tampon maléate 0,05 M, pH 5,2; à 4° C pendant 1 heure. A suivi une étape de rinçage en
tampon maléate 0,05 M; pH 5,2, puis les échantillons ont été déshydratés à 4° C dans des
solutions croissantes d’alcool. Les échantillons ont été transférés dans une solution de
tetroxide d’osmium pour deux périodes de 15 mm, puis imprégnés dans de l’oxyde de
propylène / Épon (50/50) pour 1 heure et enfin dans de l’oxyde de propylène / Épon
(25/25) pour la nuit. Ces dernières étapes étaient réalisées à la température de la pièce.
Enfin, les échantillons ont été placés dans un four pour enrobage et polymérisation
pendant 4 heures à 45° C puis pendant 4$ heures à 60° C.
Des coupes semi-fines de 0,5 micron ont ensuite été réalisées afin de sélectionner
les échantillons d’intérêt puis de les colorer au bleu de toluidine. La sélection faite, des
coupes fines de 60 nm ont été performées à l’aide d’une pointe de diamant; colorées au
citrate de plomb et examinées avec un microscope électronique Philips 300 puis
photographiées. Les seuls microvaisseaux conservés pour cette étude furent ceux coupés
transversalement et dont les noyaux des cellules endothéliales étaient identifiés de façon
non ambiguê.
Les négatifs furent d’abord numérisés. À l’aide des images obtenues, le diamètre de
la lumière de chacun des microvaisseaux présents dans les échantillons a été mesuré à
l’aide du logiciel de digitalisation d’images NIH image (version Windows du programme
de traitement d’images Scion Corporation, frederick, MD). Ces mesures ont été possibles
suite à la calibration de chaque image en pixels4tm; ceci à chaque magnitude utilisée
(variant de X 1500 à X 7000).
Les microvaisseaux ont ensuite été divisés en deux catégories selon le diamètre de
leur lumière : O = occlus et 1 = non-occlus. Une lumière possédant à la fois un diamètre
de Féret (défini comme étant la plus grande distance entre deux tangentes parallèles à des
côtés opposés de la surface à évaluer) inférieur ou égal à 6 tm et un diamètre minimum
inférieur ou égal à 1,8 jim méritait l’inclusion dans la catégorie «occlus ». Les vaisseaux
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présentant des lumières ayant des valeurs supérieures à ces dernières sont placés dans la
catégorie «non-occlus ». D’après Smith et cou. (1979), le diamètre moyen d’un
érythrocyte normal (non déformé) de cheval est de 6 tm. Henquell et coll. en 1976
montrent que l’épaisseur minimale qu’un érytbrocyte peut adopter afm de passer dans un
capillaire est de 1,8 11m. En dessous de cette valeur, des mesures de gradients d’oxygène
effectuées dans les tissus environnants ont montré que le globule rouge ne peut assurer sa
fonction de maintien d’une aérobie adéquate dans les tissus.
6. Analyses statistiques
Le kappa pondéré a été calculé pour chaque test afin d’apprécier la qualité de
l’accord entre les deux évaluateurs, une valeur inférieure à 0,4 indiquait une
correspondance faible. Tous les tests présentaient une bonne concordance entre les deux







Figure 7: Photomicrographie électronique montrant un microvaisseau normal avec en
gras la mesure du diamètre de Féret et en bas de la lumière du microvaisseau la mesure
du diamètre minimum. L = lumière, EC = cellules endothéliales, P = péricyte.
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Nous avons utilisé le modèle de régression logistique, avec le temps et le traitement
comme facteurs répétés, afin d’analyser les données histologiques, immunohistologiques,
de TUNEL et les valeurs obtenues de la microscopie électronique.
Compte tenu des données manquantes pour certains sujets à certains temps, il n’a
pas été possible d’intégrer l’interaction entre le temps et le traitement dans tous les
modèles. Des contrastes à priori ont été réalisés pour comparer les différents niveaux de
la variable temps et de la variable traitement. Les rapports de côte ont été obtenus à partir
de l’exponentiation des paramètres des modèles.
Pour traiter les données de la microscopie électronique, nous avons aussi utilisé le
modèle de Cochran-Mantel-Haenszel pour réaliser des contrastes entre les différents
traitements à chacun des temps afin d’examiner l’interaction entre le temps et le
traitement. Ce type de modèle prend en ligne de compte l’identité des sujets et est donc
un modèle à mesures répétées.
Toutes les analyses ont été réalisées en utilisant un seuil alpha de 0,05, à l’aide de
SAS y. 8,2. (Cary, N. C.).
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Wound repair in equine limbs is oflen cornplicated by exuberant granulation tissue,
a condition characterized by excessive fibroplasia and scarring, and that resembles
hypertrophic scars and keloids in man. This condition is flot ustial in thoracic wounds.The
aim was to compare microvascular occlusion and apoptosis in wounds of the limb with
those ofthe body, which heal normally.
f ive, 6,25cm2 wounds were created on both forelirnbs and on the body of six
horses. One limb was bandaged to stirnulate excessive fibroplasia. Weekly biopsies were
evaluated histologically, imrnunohistochemically for mutant p53 protein, by terminal
deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP-biotin nick end labeling to localize and
quantify apoptosis, and by electron microscopy to measure microvessel luminal
diameters.
Histologic examination revealed protracted inflammation as well as siuggish
epithelialization and deficient fibrobïast orientation in limb wounds, particulariy those
with excessive fibroplasia. In limb wounds, microvessels were occluded significantly
more ofien, and the balance of apoptotic signais was altered against apoptosis, aithough
this could flot be confirmed quantitatively.
Data suggest that microvascular occlusion and a dysregulated apoptotic process
may be involved in the excessive accumulation of extraceiiular matrix within limb
wounds. This might provide a basis for the development of targeted therapies to prevent
and treat excessive fibropiasia and extensive scarring in horses.





TEM: Transmission electron microscopy
TGF-f3: Transforming growth factor-f3




Traurnatic wounds frequently afflict horses and must ofien heal by second
intention because of massive tissue loss and contamination.(l) This process is
commonly complicated by the development of exuberant granulation tissue (also
referred to as “proud flesh” in the horse) when wounds are located on the limbs, while
body wounds tend to repair uneventfully.(2) Excess fibroplasia then compromises
wound contraction and epithelialization, leading to swollen lirnbs, persisting lameness
and extensive scars. Since most horses are destined to an athietic career, problernatic
repair of limb wounds represents an important economic burden to the equine industry.
People of the black race are likewise predisposed to excessive dermal scarring.
Deep wounds repair via a process of fibroplasia which initiaily takes place in an
inflammatory milieu and includes marked microvascular regeneration. The outcornc is
customarily a hypertrophie scar or keioid in which there is considerable occlusion of the
microvasculature as a resuit of endothelial ceil hyperpiasia and/or hypertrophy within
the granulation tissue.(3) Hypoxia resulting from microvesset occlusion may stimulate
excessive production of collagen by fibroblasts and myofibroblasts, characteristic of the
aforementioned dermal lesions, via upregulation of angiogenic and fibrogenic factors.(4)
It has been shown that the severity of scarring of horse limb wounds is related to
both a protracted inflammatory phase where neutrophils and macrophages persist within
the wound bed (5) and an excessive fibroblastic phase where proliferative and synthetic
fibroblasts dominate rather than disappearing or differentiating into contractile
myofibroblasts.(5-7) Conversely, a mature wound is acellular and avascular because
ceils are eliminated by apoptosis.(8) Studies in man and laboratory animals have
established that abnormal apoptosis during wound repair is conducive to the
development of pathological scars.(9) If apoptotic signais, which arise from the
migrating epitheÏium, are delayed beyond a certain time point (i.e. if the wound remains
open more than 2-3 weeks) then apoptosis is perrnanently impaired, with an excess
number of fibroblasts persisting and ultimately leading to an imbalance between
collagen synthesis and degradation with excessive scar formation.(8) Indeed, apoptosis
is aberrant in human keioids.(lO-12)
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P53 is a key protein involved in regulating apoptosis, and doubles as a negative
regulator of cellular proliferation. It causes celi cycle arrest in response to DNA damage,
allowing DNA to repair itself. If repair is flot successful, p53 promotes apoptosis by
increasing the expression of many pro-apoptotic genes such as bax and by diminishing
the expression of genes which inhibit apoptosis such as Bcl-2.(13) p53 also plays a
direct role in apoptosis by interacting physically with other pro-apoptotic proteins.
Mutant p53 looses the ability to bind specific DNA sequences and thus its transcription
activity, allowing constitutive expression of Bd-2 and of other genes that inhibit
apoptosis. In tum, the inhibition of apoptosis allows further mutations and increases
the odds for the emergence of malignant celis. A positive feedback mechanism thus
leads to uncontrolled ccllular proliferation.(14) It has been shown that mutant p53
protein accurnulates in both tissues and fibroblast cell unes derived from keloid tissues
but flot in cultured fibroblasts from healthy skin.(1O,15)
The overall aim of this study was to elucidate the pathogenesis of “proud flesh” in
the horse. We hypothesized that the extensive scars resulting from the development of
exuberant granulation tissue in the horse may share a common basis of development
with human hypertrophic scars and keloids, where the normal repair sequence becomes
dysregulated. We verified this hypothesis by comparing microvascular occlusion, rate of
apoptosis, and expression of mutant p53 protein in body wounds and limb wounds
healing normally or developing exuberant granulation tissue. Our specific hypotheses
were that microvascular luminal diameters would be smaller in wounds of the limb, in
particular those developing exuberant granulation tissue, and that apoptosis would be
retarded within these same wounds, due in part to the accumulation of mutant p53
protein within the tissues.
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4. Materiats ami Methods
4.1. Horses
Six healthy, 2-to-3 year oid $tandardbred mares were used for the experiment,
which was in compliance with the Université de Montréal’s guidelines and was
approved by the Canadian Council on Animal Care. Prior to entry into the study, horses
were treated with a broad-spectrum anthelmintic and vaccinated against tetanus, Eastern
and Western equine encephalomyelitis, influenza and West Nue virus. Horses were kept
in standing stalis for the duration ofthe study and allowed ad libitum access to grass hay
and water. The animais were examined daily for signs of discomfort, lameness, systemic
illness and bandage siippage.
4.2. Surgicai procedure
Horses were sedated with detomidine hydrochloride (0,01 mg/kg; I.V.) and
butorphanol tartrate (0,04 mg/kg; I.V.), then the hair was clipped from the dorso-lateral
aspect of both metacarpi and one randomly chosen hemi-thorax in each horse. Local
anesthesia was performed using 2% lidocaine hydrochloride (0,5 mg/kg; S.C.); a lateral
high palmar nerve block desensitized each metacarpus while an inverted L-block was
used for the assigned hemi-thorax. The surgical sites were asepticaliy prepared and five
square 6,25 cm2 areas were traced on the dorso-lateral aspect of each metacarpus
begiiming just above the fetlock, and on the lateral thoracic wall, 1,5 cm apart in a
staggered vertical column, using a sterile template. Full-thickness wounds were then
created with a scalpel within the confines of the tracings. and lefi to heal by second
intention. Excised skin from the lowermost wound was kept as a time O sample. Ail
horses had one randomly designated forelimb bandaged post-operatively to induce the
formation of exuberant granulation tissue and lead to extensive scarring.(16,17)




One wound per site (thorax; unbandaged limb; bandaged limb) was biopsied at the
following times in each horse: 1, 2, 3, 4, and 6 weeks. b avoid repeated trauma, each
wound, begiiming with the most distal one, was designated for only one biopsy. Full
thickness specimens were taken with an 8-mm diarneter biopsy punch to include a 3 to 4
mm strip of peripheral skin, the migrating epithelium, and a 3 to 4 mm strip of
granulation tissue when present,(6, 16) afier performing sedation and local anesthesia as
described above. Each sample was eut in haÏf the first was quickÏy immersed in a cold
2,5% glutaraldehyde solution buffered with 0,05 M cacodylate, and cut into 0,5 mm3
cubes with a sharp razor blade, then fixed for transmission electron microscopy (TEM).
The second haif of the sample was fixed in neutral-buffered 10% formalin, processed in
paraffin blocks, then sectioned at 4im for histological, immunohistochernical (IHC) or
terminal deoxynucleotidyl transferase(TdT)-mediated dUTP-biotin nick end labelling
(TLINEL) evaluations.
4.4. Histoloy
Two observers, blinded to the origin of the biopsy specimens, evaluated the size of
the inflammatory site, progression of the epithelial margin, angiogenesis, as well as
degree of fibroblast organization, using a semi-quantitative grading scale.
Inflammation (platelets, fibrin, polymorphonuclear and mononuclear celi
infiltration) was graded as O when absent; 1 when the diameter of the inflammatory
focus measured less than twice the thickness of the adjacent intact epidermis; 2 when
this diarneter measured between two and five times the thickness of the intact epidermis;
and 3 when this diameter measured more than five times the thickness of the intact
epidermis.
Epithelialization was graded as O when no new epithelium was observed at the
wound margin; 1 when new epithelium had advanced to cover one third of the
granulation tissue present in the biopsy; 2 when the new epithelium had advanced to
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cover two thirds of the granulation tissue present in the biopsy; and 3 when
epithelialization was complete.
Angiogenesis was graded as O when no new capillaries were apparent within the
wound bed; I when between one and five new capillaries were present; 2 when between
six and 15 new capillaries were present; and 3 when more than 15 new capillaries were
present.
fibroplasia was graded as O when no fibroblasts were apparent within the wound
bed; 1 when the fibroblasts adopted a chaotic arrangement; 2 when fibroblast
organization was moderate; and 3 when fibroblasts were well aligned, their long axes
parallel to one another and to the wound surface.
4.5. TEM for detection of microvascular occlusion
The tissue cubes were postfixed in 1% osmium tetroxide and colored with 0,5%
uranyl acetate. Samples were subsequently dehydrated in a graded series of ethanol and
embedded in propylene oxide/Epon.(l8) They were thin-sectioned (6Onm), mounted on
copper grids, stained with lead citrate, and examined with a Philips 300 transmission
electron microscope.
Tissues were examined primarily for evaluation of the microvasculature. Only
microvessels cut unambiguously in cross-section at the level of the nuclei of capillary
endothelial cells were used in the data collection. Microvessels were photographed at
magnifications ranging from 1,500 to 7,000X, then photographs were scanned and
calibrated into pixe1s/tm and analyzed using commercial image processing software
(Image J; Windows version of the NIH image program: Scion Corporation, Frederick,
MD). The luminal patency/occlusion was evaluated for each microvessel, in a blinded
fashion by two observers. Both Feret’s diarneter (the longest diameter of a non-circular
lumen) and the minimum diameter of the microvessel lumen were measured since
luminal area was not always circular. Microvessels were considered patent if Feret’s
diameter was greater than 6 m and the minimum diameter exceeded 1,8 jim. Lumens
were considered occluded when both feret’s and the minimum diameters were inferior
to 3 jim or when the minimum diameter was srnaller than 1,8 jim regardless of Feret’s
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diameter. These values were based on the diameter of the equine red blood cell,(19) the
minimum thickness of a deformed erythrocyte,(20) as well as the minimum luminal
circular diameter beyond which a red blood ceil can no longer pass, despite its intrinsic
deformability, required to ensure adequate oxygenation.(20)
4.6. IHC for detection of mutant p53 protein
linmunoperoxidase staining was performed on deparaffinized sections afier
microwave antigen retrieval and quenching of endogenous peroxidase activity.(21)
Mouse monoclonal IgG antibody raised against p53 protein (Ab-12; Oncogene Research
Products, San Diego, CA) was diluted to 2 jiglmL and incubated with the sections at 4°C
for 12 hrs. Sections were then incubated for 45 min at RT with biotinylated anti-mouse
secondary antibody (Vectastain Kit; Vector Laboratories mc, Burlington, ON. Canada)
diluted 1:200. Each siide was further incubated for 45 min at RT with ABC reagent,
(Vectastain ABC kit; Vector Laboratories mc, Burlington, ON, Canada) then for 15 min
at RT in 3,3’-diaminobenzidine tetrahydrochioride. Sections were counterstained in 33%
hematoxylin for 30 sec, quickly rinsed in distilled water, then mounted (Aquamount®;
Lerner Laboratories, Pittsburg, PA). Non-specific staining was verified by omitting the
primary antibody. Normal skin samples served as negative controls, while equine ocular
squamous ccli carcinoma sampies were used as positive controls.(22)
Specific nuclear immunostaining was viewed with a Nikon Eclipse-400
microscope, in a blinded fashion by two observers. Scores were attributed for the
number of positive celis and for the intensity of staining. At least four contiguous 1 OX
fields in each of three regions (wound edge; wound center; adjacent intact skin) were
graded in the following manner for percentage: grade O = <5%; grade 1 = 6-19%; grade
2 = 20-39%; grade 3 >40%, and for intensity: grade O = weak; grade 1 = strong. A
total score (maximum value of 4) was then calcuiated based on the weight of each
criteria where percentage of positive celis = 80%; intensity of stain = 20%.
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4.7. TUNEL for detection ofapoptosis
The presence of apoptotic celis was revealed by the TUNEL rnethod, using a
commercial kit (TdT-FragEL; Oncogene Research Products, San Diego, CA), and
following the manufacturer’s instructions. Optimal dilution for the labelling mixture was
found to be 1:32, by testing with appropriate positive and negative control specimens.
Negative controls received the label solution without TdT, while positive controls were
pre-treated with DNAse I in order to artificially fragment DNA and imitate apoptosis. A
mixture of HL6O ceils (JA1609; Oncogene Research Products, San Diego, CA)
incubated with actinomycin D to induce apoptosis served as a second positive control.
Apoptotic cells detected by TUNEL showed positive nuclear staining under light
microscopy. The entire section was examined in a blind fashion by two observers and
the number of stained nuclei was determined at the junction between old and new
epithelium. The average percentage of apoptotic cells per specimen was calculated by
counting the number of apoptotic ceils over the number of total ceils for all samples. A
semi-quantitative apoptosis index was derived based on the presence of apoptotic cells
where grade 0 = none; grade 1 = weak presence; grade 2 = strong presence.
4.8. Statistical analyses
The weighted kappa coefficient was used to assess inter-observer agreement with
values of 0,4 and lower indicative of poor agreement. We used repeated-measures
logistic regression models, with time and treatment as repeated factors, to analyze
histological, TEM, IHC and TUNEL data. A priori contrasts involving different time and
treatment levels were conducted. Exponentiating regression parameters obtained from
these models yielded odds ratios. We also conducted contrasts between treatrnent levels
at each time period using the Cochran-Mantel-Haenszel test controlling for horse





Signs of lameness were flot observed afier surgery. Exuberant granulation tissue
developed in ail bandaged limb wounds approximately one week postoperativeiy. Other
wounds healed uneventfully and did not develop proud flesh at any time during the
study.
5.2. Histology
Inter-observer agreement was good for ail histologicai criteria. There was a
significant effect oftreatment and tirne for the size ofthe inflarnmatory site (Figure lA).
Over tirne, the site was larger in bandaged iimb compared to both unbandaged limb (p =
0,004) and thoracic wounds (p < 0,0001), and larger in unbandaged iimb compared to
thoracic wounds (p <0,0001). The inftammatory response to wounding resolved more
rapidiy in thoracic wounds, to cornpletely disappear by 3 weeks. Regression occurred
more slowly in iimb wounds, in which inflammation was stiil present at the end of
study.
By the end of the study, rnost wounds were compietely epitheliaiized regardiess of
their location, however the epithelial margin advanced more rapidiy in thoracic than in
bandaged (p = 0,02) and unbandaged limb wounds (p < 0,000 1) (Figure 13).
Over time, angiogenesis within bandaged and unbandaged iimb wounds was
similar. It was iess pronounced, however, in thoracic compared to iimb wounds, both
bandaged (p < 0,0001) and unbandaged (p < 0,0001). Angiogenesis was increased at
weeks 2, 3 and 4 compared to week 1, for ail treatments (p < 0,006) (Figure 1C).
There was a significant effect of time and treatment on fibroblast organization.
Afier the first week, fibroblast aligmTlent within the granulation tissue improved with
time in ail wounds (p < 0,004). Organization was best in thoracic wounds and worst in
bandaged limb wounds, such that over time a significant difference existed between
scores obtained for thoracic wounds and limb wounds both bandaged (p < 0,000 1) and
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unbandaged (p = 0,0006), as well as between bandaged and unbandaged lirnb wounds (p
= 0,0004) (Figure 1D).
4
Figure lA: Histological evaluation of the size of inflammatory site of 11mb and thoracic
wounds as a function of time, using a semi-quantitative grading scale. T = thoracic
wound; JB = bandaged limb wound; INB unbandaged lirnb wound. Means that share
one letter are flot statistically significantly different. Inflanirnation was graded as O when
absent; 1 when the diarneter of the inflamrnatory focus measured less than twice the
thickness of the intact epidemis overlying the area adjacent to the wound; 2 when this
diameter measured between two and five times the thickness ofthe intact epidermis; and


















Figure lB: HistoÏogical evaluation of the rate of epithelialisation of limb and thoracic
wounds as a function of time, using a semi-quantitative grading scale. T = thoracic
wound; JB = bandaged limb wound; JNB unbandaged limb wound. Means that share
one letter are flot statistically signiflcantly different. Progression of the epithelial margin
was graded as O when no new epithelium was observed at the wound margin; 1 when
new epithelium had advanced to cover one third of the granulation tissue present in the
biopsy; 2 when the new epithelium had advanced to cover two thirds of the granulation









Figure 1C: Histotogical evaluation of the angiogenesis oflimb and thoracic wounds as a
function of time, using a semi-quantitative grading scale. T = thoracic wound; JB =
bandaged limb wound; JNB = unbandaged lirnb wound. Means that share one letter are
not statistically significantly different. Angiogenesis was graded as O when no new
capillaries were apparent within the wound bed; 1 when between one and five new
capillaries were present; 2 when between six and 15 new capillaries were present; and 3








figure ÏD: Histological evaluation of the fibroblast organisation of limb and thoracic
wounds as a function of time, using a semi-quantitative grading scale. T = thoracic
wound; JB = bandaged limb wound; INB = unbandaged limb wound. Means that share
one letter are not statisticaiiy significantly different. Fibroplasia was graded as O when
no fibroblasts were apparent within the wound bed; 1 when the fibroblasts adopted a
chaotic arrangement; 2 when fibrobiast organization was moderate; and 3 when
fibroblasts were well aligned, their long axes parailei to one another and to the wound
surface.
5.3. TEM (microvascular occlusion)
Diameters of four hundred and forty one microvessels distributed equally in each
category (time and treatment) were calculated. Microvessel occlusion was 3,37 times
more likely in bandaged limb compared to thoracic wounds (p = 0,003) and 2,22 times
more probable in unbandaged limb compared with thoracic wounds (p = 0,01),



























figure 2: Percentage ofmicrovessel occlusion based on location and treatrnent.
* indicates that resuits are statistically significantly different from those which don’t
have *
Bandaged limb Unbandaged limb Thorax
Figure 3A: Occluded microvessel from a bandaged limb wound one week
postoperatively, as seen with transmission electron microscopy. L lumen, EC
endothelial ceils, P = pericyte. The lumen of this microvessel presents a minimal
diameter inferior to 0,3 tm; it is thus considered occluded. Bar = 2 jim.
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5.4. IHC (mutant p53 protein)
Distribution of the antigen within each biopsy sample followed a consistent,
regional pattem, where positive nuclear staining was primarily present in epithelial celis
of the stratum basale and in superficial fibroblasts at the wound edge as well as in newly
migrating epithelial celis (Figures 4A, 4B, 4C). It was very rare to see positive celis in
deeper layers of the dermis or in the adjacent, intact epithelium. Inter-observer




Figure 3B: Patent microvessel from an unbandaged limb wound, three weeks
postoperatively, as seen with transmission electron microscopy. L = lumen, EC
endothelial cell, P = pericyte. Luminal dimensions are as follows: Feret’s diameter = 8,5








Figure 4A: Immunohistochemical localization of mutant p53 protein in epithelial ceils of
the stratum basale of new epithelium from an unbandaged limb wound one week
postoperatively. Note positively-stained (maroon) nuclei indicated by arrows.











Figure 4B: Greater magnification of Figure 4A. Bar = 10 gm.
“-‘ r
Figure 4C: Nuclear staining for mutant p53 protein is absent in the new epithelium of a
thoracic wound, one week postoperatively. Bar =25 im.
Epithelial ceils at the wound edge
At the junction between old and new epithelium there was more staining for
mutant p53 in bandaged limb compared with thoracic wounds (p = 0,044), but no
differences between unbandaged Iimb and thoracic wounds (p 0,15) or between
unbandaged and bandaged limb wounds (p = 0,5$). No difference in staining was
observed over time (p = 0,07) in this particular region ofthe biopsy.
Migrating ceÏÏs
Within ceils of the migrating epithelium there was more staining in both bandaged
(p = 0,0005) and unbandaged (p = 0,019) Iimb compared with thoracic wounds, but no
differences between bandaged and unbandaged limb wounds (p = 0,14). Over time there
was less staining for mutant p53 in week 3 (p = 0,01$), week 4 (p 0,09) and week 6 (p
= 0,00 1) compared with weeks 1 and 2.
Within fibroblasts located directly beneath migrating epithelium, there was
likewise more staining in bandaged (p 0,0003) and unbandaged (p <0,0001) limb
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compared with thoracic wounds (p = 0,0003), but no differences between Iimb wounds,
whether bandaged or not (p = 0,86), and staining did not vary with tirne (p> 0,37).
5.5. TUNEL (apoptosis)
Inter-observer agreement for the quantification of apoptotic celis was maximal. In
normal intact skin, a few TUNEL-positive celis were detected in hair follicles and
sebaceous glands. In wound samples, apoptosis of epithelial ceils occurred principally in
the new, migrating epithelium and at the junction between old and new epitheÏiuin.
Moreover, apoptotic activity was concentrated in the basal celi layer while other layers
only rarely displayed apoptotic celis. Apoptotic activity, although to a lesser extent, was
also observed in superficial fibroblasts. Apoptotic activity was maximal at weeks 3 (p =
0,01), and 4 (p 0,03), however, TUNEL data did flot support that more apoptosis was
occuning in thoracic wounds than in lirnb wounds.
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6. Discussion
An important challenge facing the equine practitioner treating a traumatic wound
that must heal by second intention is the development of exuberant granulation tissue.
Although several veterinary publications address the management of problematic
wounds, the pathogenesis of excess scarring in the horse remains unresolved.
In the current study we addressed both repair in different anatomic sites, and, via
the use of a reproducible model,(16,17) dysregulated repair associated with the
development of exuberant granulation tissue, over an extended period of time. Our
histological observations of wounds located on the body and the limb are consistent with
those previously reported,(5) while we have provided new data for wounds afflicted with
proud flesh. Specifically, the inftammatory response was greater as well as protracted in
limb wounds, particularly those developing exuberant granulation tissue. Wound repair is
a finely orchestrated process involving overlapping phases that include acute
inflammation, cellular proliferation, and finally, extracellular matrix synthesis and
remodeling. A prolonged inflammatory phase will retard healing and encourage the
development of chronic proliferation of fibrobÏastic granulation via the up-reguÏation of
various inflammatory and fibrogenic mediators.
Although in the current study most wounds were healed six weeks following their
creation, epithelial migration occurred more rapidly in thoracic wounds. The delay in
epithelialization of limb wounds, particularly those developing proud flesh, could result
from the stronger and prolonged inflainmatory response, which would favor the
expression of fibrogenic cytokines such as transforming growth factor-beta (TGF-3),
known to inhibit proliferation of epithelial cells.(23) Alternatively, exuberant granulation
tissue may represent a physical obstacle to the migration of epithelial ceils. The two
processes contributing to wound closure during second intention repair are wound
contraction and epithelialization. It has been shown that the former mechanism is
defective in limb wounds;(24) since epithelial migration is also sluggish in this
anatomical location, the clinical outcome in large and deep limb wounds is delayed
closure.
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We confirmed the previous finding that fibroblast organization within the
granulation tissue of body wounds is superior to that of limb wounds (5) and extended
this observation to wounds developing exuberant granulation tissue. As a wound matures,
fibroblasts should either disappear by apoptosis or convert to a rnyofibroblast phenotype
in order to achieve wound contraction. Wilrnink previously showed that mitotic activity
within the granulation tissue of limb wounds of horses is double that found in body
wounds.(5) furthermore, the chaotic arrangement of fibroblasts within the granulation
tissue of lirnb wounds, in particular those displaying excessive fibroplasia, might
preclude the generation of efficient centripetal forces and be responsible for the deficient
contraction observed clinically.
Histological scores for angiogenesis parallel the more abundant granulation tissue
in lirnb wounds, particularly those developing proud flesh. In some fibrotic conditions,
such as diabetic nephropathy, altered levels of growth factors have been linked to the
genesis of microvascular disease and interstitial fibrosis via the paracrine stimulation of
interstitial fibroblasts by adjoining renal epithelial cells (25,26). We and others have
provided preliminary data supporting regional differences in cytokine expression during
cutaneous wound repair in horses (6,27), which might in some way explain the
microvascular occlusion documented herein.
While tissue oxygenation was flot measured, the eut-off values used to determine
microvascular occlusion by TEM were based on previous investigations showing that
vessels with such narrow lumens caimot sustain aerobic metabolism.(19,20,2$,29) We
thus hypothesize that the microvascular occlusion observed in limb wounds would
generate an hypoxic wound environment, which consequently should enhance the
angiogenic response, as confirmed histologically. Thus, although the granulation tissue
that commonly develops in distal limb wounds of the horse contains numerous
microvessels, these may be partially or totally obstructed, which maintains a deficient
oxygen gradient within the wound and, paradoxically, exacerbates angiogenesis.
furthermore, hypoxia is known to stimulate TGF-E3 synthesis (30) and up-regulate the
expression of its receptors,(3 1) which will enhance collagen production by fibroblasts
and may promote myofibroblast survival with concomitant intensification of extracellular
matrix deposition, by preventing the cdl from undergoing apoptosis.(32) This is
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consistent with our previous studies which documented that high concentrations of this
fibrogenic cytokine persist in limb wounds,(6) particularly those in which fibroplasia is
excessive.(16) It is interesting to note that microvascular occlusion has also been detected
in various dermal fibrotic conditions in humans, including denrial keloids and
hypertrophic scars. $pecifically, one hypothesis advanced to explain the pathogenesis of
keloids involves hypoxia as a triggering event.(33)
It is possible that microvascular luminal occlusion reflects differences in
perivascular pressure, which itself may be linked to the inflammatory reaction in the
sunounding tissues. While we did flot control for this in our sampling for TEM, the
potential relationship between inflammation, pericytes and endothelial ceils may explain
some ofthe differences we noted.(34)
Wound repair must reach equilibrium between proliferation and elimination to
exhibit a steady-state mature scar rather than excessive fibrosis. Customarily, as the
wound becomes epithelialized there is rnarked decrease in cellularity. Apoptosis is
thought to be one mechanism by which celis are removed during scar establishment,
possibly through signals from the new, migrating epithelial cells.(8,9) Several studies
have confirmed that in the course of pathologie scaning in man, apoptosis is aberrant and
the cells contributing to granulation tissue formation are not eliminated.(1O,11,15,35)
Similarly, results from another study evoked deficient apoptosis of inflammatoiy cells
during the repair of limb wounds in horses, although this remains unproven.(5)
Normal cellular proliferation is regulated by growth-promoting proto-oncogenes
counterbalanced by growth-constraining tumor-suppressor genes such as p53, and
regulators of apoptosis such as the Bd-2 gene family. Bel-2, a known inhibitor of
apoptosis, is down-regulated by p53 protein.(13) Conversely, it is up-regulated when p53
undergoes mutation that renders it non-functional; the consequence is inhibition of
apoptosis coupled with uncontrolled cellular proliferation.
In the cunent study we assessed the contribution of apoptosis to normal repair of
body and limb wounds as well as to excessive fibroplasia. We observed that epithelial
cells from both the wound edge and the migratory front, as well as underlying fibroblasts,
displayed increased mutant p53 protein expression in limb wounds, particularly those
developing exuberant granulation tissue. Immunohistochemistry reliably documents the
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presence of only the mutant form of p53 since wild-type p53 has too short a haif-life to
accumulate in sufficient quantities to allow its detection.(36,37)
Interestingly, mutant p53 also accumulates in keloid tissues of human patients.(1O)
furthermore, a causal relationship has recently been established between the mutant form
of the protein and the development of keloids via confirmation that focal mutations in
p53 are present in keloid samples but flot in healthy skin samples from human
patients.(1 5) Taken together, this evidence suggests that p53 gene mutation is a key
regulator in the formation of keloids and possibly other dermal hyperproliferative
conditions.
A benefit of using immunohistochemistry to elucidate the role of apoptosis in
wound repair is the ability of this mcthod to identify key cellular players. Thus, we found
that epithelial ceils in particular express the mutant form of p53. It is noteworthy that
funayama et al(38) showed that epithelial celis overlying keloid lesions play an
important role in keloidogenesis by promoting more proliferation and less apoptosis in
the underlying fibroblasts through paracrine and double paracrine effects. Although
“proud flesh” lacks an epithelial cover, it is believed to share a similar basis of
development with human keloids.
finally, p53 is up-regulated during hypoxia (39) as is Bd-2, which protects against
hypoxic apoptosis.(40) It is significant to note that we found more occluded microvessels
in limb wounds, as welÏ as more mutant p53 protein within cells populating limb wounds.
We have docurnented herein that microvascular occlusion is more prominent in limbs
wounds of horses, and we hypothesize that a relationship may exist between this
observation and the expression of mutant p53 protein.
In the current study we were unable to confirm quantitatively that more apoptosis
was occurring in thoracic wounds than in limb wounds. Although the TUNEL method is
widely employed, we, and others,(41) found the technique sornewhat challenging in that
it was at times difficult to differentiate proliferating, apoptotic and necrotic ceils. Indeed,
oligonucleosomal fragmentation is not an obligate feature of apoptosis; second, the
availability of the nucleosomal material depends on the pretreatment procedure; and
third, the enzyme activity can differ depending on the tissue, the kit used, and the
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physical conditions of the experirnent such that it is impossible to use one standardized
protocol (42)
In conclusion, this study offers evidence of morphologic and physiologie
differences in the repair processes of body and limb wounds in horses. It confirms that
protracted inflammation as well as sluggish epithelialization and disorganized wound
contraction afflict limb wounds, particularly those with excessive fibroplasia.
Furthermore, data generated by this investigation impart novel information with regards
to the mechanisms whereby excessive quantities of extracellular matrix components
accumulate within limb wounds. Specifically, microvascular occlusion and a
dysregulated apoptotic process may be involved.
Further studies should verify the presence of hypoxia within tissues of limb wounds
and track p53 DNA mutations in tissues and cultured fibroblasts from skin lesions of
horses with exuberant granulation tissue. Likewise, an attempt should be made to
elucidate the association between hypoxia and apoptosis in this pathology. This might
then provide a basis for the development of targeted cellular and molecular therapies to
prevent and treat excessive fibroplasia in equine wounds.
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9. Figure legends
Figure 1: Histological evaluation of lirnb and thoracic wounds as a function of time,
using a semi-quantitative grading scale. T = thoracic wound; JB = bandaged limb wound;
JNB unbandaged limb wound. Means that share one letter are not statistically
signiflcantly different.
A: Size of inflammatory site; inflammation was graded as O when absent; 1 when the
diameter of the inflammatory focus measured less than twice the thickness of the intact
epidermis overlying the area adjacent to the wound; 2 when this diameter measured
between two and five times the thickness of the intact epidermis; and 3 when this
diarneter measured more than five times the thickness ofthe intact epidermis.
B: Epithelialization; progression of the epithelial margin was graded as O when no new
epithelium was observed at the wound margin; 1 when new epithelium had advanced to
cover one third of the granulation tissue present in the biopsy; 2 when the new epithelium
had advanced to cover two thirds of the granulation tissue present in the biopsy; and 3
when epithelialization was complete.
C: Angiogenesis; angiogenesis xvas graded as O when no new capillaries were apparent
within the wound bed; 1 when between one and five new capillaries were present; 2 when
between six and 15 new capillaries were present; and 3 when more than 15 new
capillaries were present.
D: Fibroblast organization; fibroplasia was graded as O when no flbroblasts were
apparent within the wound bed; 1 when the ftbroblasts adopted a chaotic arrangement; 2
when flbroblast organization was moderate; and 3 when flbroblasts were well aligned,
their long axes parallel to one another and to the wound surface.
Figure 2: Percentage of microvessel occlusion based on location and treatment.
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Figure 3A: Occluded microvessel from a bandaged limb wound one week
postoperatively, as seen with transmission electron microscopy. L = lumen, EC =
endothelial celis, P = pericyte. The lumen of this microvessel presents a minimal
diameter inferior to 0,3 11m; it is thus considered occluded. Bar = 2 11m.
Figure 3B: Patent microvessel from an unbandaged limb wound, three weeks
postoperatively, as seen with transmission electron microscopy. L = lumen, EC =
endothelial ceil, P = pericyte. Luminal dimensions are as follows: Feret’s diameter = 8,5
m and minimum diameter 3,9 jim. Bar 2 jim.
Figure 4A: Immunohistochemical localization of mutant p53 protein in epithelial celis of
the stratum basale of new epithelium from an unbandaged limb wound one week
postoperatively. Note positively-stained (brown) nuclei. Cytoplasmic staining in dermis
is non-specific. Bar 25 11m.
figure 43: Greater magnification of Figure 4A. Bar 10 11m.
Figure 4C: Nuclear staining for mutant p53 protein is absent in the new epithelium of a
thoracic wound, one week postoperatively. Bar = 25 11m.
Discussion générale
Un important défi lors de guérison de plaie chez le cheval est d’éviter la formation
de tissu de granulation exubérant se développant principalement sur la partie distale des
membres. La guérison est un processus hautement organisé et le moindre dérèglement
dans ses phases peut mener à la formation de cicatrices anormales, tels les chéloïdes
chez l’homme. Chez le cheval, de nombreuses études se concentrent sur l’élaboration
d’un plan de traitement visant à prévenir la formation du bouton de chair. Cependant, il
serait primordial d’en connaître d’abord la base physiologique, les traitements ensuite
élaborés n’en seraient que plus efficaces de par leur action plus ciblée.
Le modèle expérimental utilisé ici englobe la guérison normale sur le thorax ainsi
que la guérison normale et anormale sur la partie distale des membres, ce sur une
période s’étalant sur 6 semaines. L’utilisation de bandages sur les plaies de membres se
révèle un moyen efficace de créer une surproduction de tissu de granulation et donc de
reproduire les conditions de guérison anormale. Ce modèle se révèle très reproductible
en milieu expérimental (Barber, 1989; Théoret et cou., 2002; Berry et Sullins, 2003).
Les données histologiques obtenues quant à la réaction inflammatoire corroborent
les résultats précédemment rapportés par Wilmink et coli. (1999b): notamment, une
réponse inflammatoire lente à se mettre en place et qui perdure ensuite dans le temps au
niveau des plaies appendiculaires. De plus, nous avons montré que ce phénomène est
d’autant plus marqué dans les plaies développant du tissu de granulation en excès. Étant
donné que les phases subséquentes de guérison ne surviennent que lorsque
l’inflammation est dissipée, cette persistance des signaux inflammatoires entraîne une
production accrue de cytokines et un dérèglement dans la suite de la cicatrisation. Cela
pourrait expliquer, en partie, la formation du bouton de chair chez le cheval, alors que
l’on n’en retrouve pas chez le poney, qui à l’opposé, bénéficie d’une phase
inflammatoire prompte et brève.
La migration de la langue épithéliale s’est révélée être plus rapide pour les plaies
thoraciques que pour les plaies appendiculaires. La contraction et la réépithélialisation
sont les deux phénomènes complémentaires responsable de la diminution de la taille de
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la plaie. Étant donné que la contraction tend à être moins efficace dans les plaies de
jambes par rapport aux plaies de thorax chez le cheval (Cochrane et coll., 2003), il serait
logique de penser que la réépithélialisation puisse venir renforcer le mécanisme de
contraction déficient dans les jambes. Cependant, les résultats de notre étude réfutent
cette supposition puisque la migration épithéliale s’est révélée plus rapide sur les plaies
thoraciques. O’Toole et coll. (1997) ont montré que la mobilité des kératinocytes est
augmentée dans un environnement hypoxique, condition occasionnée par un bandage.
Cependant, dans le cas de plaies ayant développé un bouton de chair, la couverture
épithéliale était inexistante au moment où la réépithélialisation des plaies normales était
largement entamée. La divergence de propos rencontrée avec la littérature peut être
expliquée par la présence d’un obstacle (bouton de chair) freinant la migration de la
langue épithéliale, phénomène qui normalement devrait être stimulé par l’environnement
hypoxique retrouvé sous bandage. Le retard de réépithélialisation dans les plaies avec
bouton de chair pourrait aussi provenir de la présence soutenue de cytokines
inflammatoires suite à une phase inflammatoire prolongée, dont TGF-f3, connu pour
inhiber la prolifération des kératinocytes (Spom et Roberts, 1989). De même, Dovi et
coll. (2003) ont montré une avancée de la couverture épithéliale beaucoup plus rapide
chez des souris neutropéniques que chez des souris témoins possédant une phase
inflammatoire et une quantité de neutrophiles normales. Les neutrophiles présents
pourraient entraîner le détachement des couches derme/épiderme suite à leur production
de protéases et donc retarder une couverture épithéliale correcte (Katayama et coil.,
1994). Brown et coll. (1997) ont, quant à eux, supposé que les signaux initiant
1’ apoptose, phénomène qui abrégerait la phase inflammatoire, proviendraient du nouvel
épithélium recouvrant le site de la lésion. Ainsi, quand une couverture épithéliale est
incomplète, comme dans le cas de plaies développant un bouton de chair, il est attendu
que le processus apoptotique ne soit initié et donc que l’on observe une persistance de
l’inflammation, d’où l’évolution vers une fibroplasie excessive.
Les résultats des analyses histologiques traitant de l’organisation des fibroblastes
corroborent les constatations antérieures de Wilmink et coil. (1999b) l’organisation des
fibroblastes dans le tissu de granulation de plaies corporelles surpasse celle présente
dans les plaies appendiculaires. De plus, nos résultats étendent cette observation aux
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plaies développant un bouton de chair. À l’inverse des capillaires ou des macrophages,
le cytosquelette d’actine des myofibroblastes s’aligne dans le tissu de granulation mature
le long des lignes de contraction, c’est-à-dire parallèlement les uns aux autres et
parallèlement à la surface de la plaie. Cette orientation confère une meilleure force
tensile afin de rapprocher efficacement les deux bords de plaie (Grinnell, 1994). Le
degré d’organisation du myofibroblaste dans le tissu de granulation se révèle donc un
facteur important de l’efficacité ultérieure de la contraction.
En plus du degré d’organisation acquis, un autre critère est décisif pour déterminer
l’efficacité de l’action du myofibroblaste: l’environnement dans lequel il évolue. En
effet, Cochrane et coll. (2003) ainsi que Wilmink et coll. (2001) ont montré que, in vitro,
les fibroblastes issus de plaies de jambes contractent plus vite que ceux issus du corps,
résultats opposés aux constatations in vivo. Ainsi, les propriétés contractiles intrinsèques
du myofibroblaste peuvent être modifiées par l’environnement dans lequel il se
développe. L’environnement modifié des plaies développant un bouton de chair pourrait
fortement affecter les propriétés contractiles des myofibroblastes.
Selon Shephard et coll. (2004), un équilibre entre l’IL-l et TGF-f3 semble orienter
la progression du fibroblaste vers son phénotype contractile. Dans le cas de plaies
guérissant normalement, in vivo, les myofibroblastes n’apparaissent que tard dans le
processus de guérison; 3 jours post-trauma, de faibles quantités de Œ—SMA sont
retrouvées; ce n’est que 6 jours post-trauma que des quantités plus importantes sont
révélées. De nombreux auteurs ont prouvé l’action de TGF-f3 sur la transformation du
fibroblaste en myofibroblaste, par l’acquisition de Œ-SMA (Desmoulière et colI., 1993;
Desmoulière, 1995; Serini et coll., 199$; Desmoulière et coll., 2005). L’apparition
tardive des myofibroblastes contraste donc avec la libération précoce de 1GF43 par les
plaquettes dès la création d’une plaie. Ceci laisse donc penser qu’il existe un inhibiteur
endogène de TGF-f3 l’empêchant d’influencer l’acquisition de Œ-SMA par les
fibroblastes dès la création de la plaie. En effet, Shephard et coll. (2004) ont constaté, in
vitro, que l’IL-l inhibe indirectement l’activation du TGf-f3 latent en augmentant
l’expression de nuclear factor KB (NFiB). Ce dernier, facteur de transcription de IL-l,
est reconnu pour inhiber les effets de TGF-f3 (Bitzer et coll., 2000). Après une phase
inflammatoire dominée par la présence de cytokines pro-inflammatoires comme l’IL-l,
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l’interaction kératinocytes-fibroblastes devient prédominante et permet à TGf-f3 de
s’exprimer grâce à une production importante par les kératinocytes de récepteurs
antagonistes à IL-1 (IL-iRAs), qui neutralisent l’IL-l et diminuent les effets
antagonistes de cette dernière sur TGF-f3 via NFiB (Shephard et cou., 2004). En plus de
l’importance de TGF- pour la transformation du fibroblaste en myofibroblaste, il est
donc primordial qu’il existe un contact étroit kératinocytes-fibroblastes pour que l’IL-l
soit neutralisé et pour que le TGF-f3 puisse s’exprimer. Ainsi, lorsque la couverture
épithéliale est absente, comme dans le cas de plaies avec bouton de chair, ce contact ne
serait pas établi, l’IL-l incomplètement neutralisée, ce qui entraînerait une activation
sommaire de TGF-. L’action de ce dernier sur l’acquisition de l’Œ—SMA par le
myofibroblaste serait moins importante, la production finale de myofibroblastes pourrait
être diminuée dans le cas de plaies développant un bouton de chair.
De plus, l’incorporation de Œ—SMA dans les fibres de stress confère au
myofibroblaste une activité contractile importante permettant la formation de contacts
spécialisés avec la MEC, appelés fibronexi. Ainsi, les myofibroblastes ayant acquis
suffisamment de Œ—SMA vont présenter une meilleure résistance mécanique à des forces
extracellulaires appliquées (Hinz et coll., 2004). Dans les plaies présentant une phase
inflammatoire prolongée, et donc une persistance d’IL-1, il est possible que l’acquisition
de Œ—$MA soit retardée et que le myofibroblaste soit moins apte à résister adéquatement
à des forces mécaniques importantes. Pour obtenir une contraction efficace, les
cytokines pro-inflammatoires devraient être rapidement éliminées afin de permettre une
domination ultérieure de TGf-f3 et ainsi une action plus rapide et efficace du
myofibroblaste.
La contraction déficiente dans le cas de plaies appendiculaires, et de surcroît celles
développant un bouton de chair, pourrait donc être expliquée par une organisation
inadéquate des myofibroblastes à l’intérieur du tissu, mais aussi, par des conditions
tissulaires différentes de celles retrouvées dans des plaies guérissant normalement, ce
qui entraverait le déploiement de forces centripètes efficaces.
L’analyse immunohistochimique permet d’évaluer la présence de p53 mutant dans
les tissus biopsiés. En effet, une quantité de p53 détectée au moyen de l’IHC est la
preuve d’une prédominance de la forme mutée sur le type sauvage (Wang et coll., 1995).
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Ainsi, selon Greenhalgh (1998), si les signaux p53 issus du nouvel épithélium migrant
sont sous forme mutée, l’apoptose ne peut avoir lieu et les populations cellulaires à
éliminer restent de façon prolongée, gênant la suite des phases de guérison. Nous avons
noté une présence accrue de p53 mutant dans les plaies avec bouton de chair par rapport
aux plaies guérissant normalement. Il est intéressant de noter que la présence de p53
mutant est aussi une caractéristique du chéloïde chez l’homme; la forme mutée n’étant
pas retrouvée dans des échantillons de peau normale. Cette mutation représenterait une
des explications quant à la pathogénie de ces cicatrices (Ladin et coil., 1998; Saed et
cou., 1998; Liu et cou., 2004). Milner et Medclaf (1991) ont aussi montré que p53
mutant aurait la capacité de former un complexe avec les formes sauvages restantes de
celle protéine, résultant en l’inhibition de leurs fonctions dans l’arrêt du cycle cellulaire
(Milner et col!., 1991; Willis et coll., 2004). Ceci suggère donc une activation
supplémentaire de forme mutante une fois qu’ apparaît la première mutation de cette
protéine.
De plus, funayama et coli. (2003) ont montré que les kératinocytes issus de
chéloïdes stimulaient la prolifération et inhibaient l’apoptose des fibroblastes sous
jacents, ceci contribuant de façon importante à la mise en place de cicatrices anormales.
Ces observations suggèrent donc une déficience au niveau du processus apoptotique
dans le développement excessif de tissu de granulation chez le cheval. L’élimination
successive des cellules lors du processus de réparation ne doit pas se faire adéquatement.
Les résultats obtenus par Wilmink et coll. (1999b) montrant une diminution rapide de la
population fibroblastique des plaies de croupe alors qu’elle persiste dans les plaies de
jambes concordent également avec une activité apoptotique déficiente. Chez l’homme,
de nombreuses études ont aussi soulevé une activité apoptotique déficiente comme
facteur principal de développement de cicatrices chéloïdiennes (Ladin et col!., 1998;
Messadi et coll., 1999; $ayah et cou., 1999; Luo et coll., 2001; Chen et coll., 2003).
La méthode TUNEL permet de localiser les cellules apoptotiques in situ. Les
résultas obtenus ne permettent pas de retenir une apoptose moins marquée dans les
plaies développant un bouton de chair, ceci probablement à cause du manque de
sensibilité de cette méthode. En effet, certaines précautions sont à respecter en utilisant
celle technique. Grasl-Kraupp et coll. (1995) ont détecté à la fois des cellules
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apoptotiques et des cellules nécrotiques et recommandent donc de toujours confirmer les
résultats obtenus au moyen d’une méthode parallèle confirmant l’état apoptotique des
cellules identifiées par TUNEL. De plus, puisque TUNEL vient marquer les brisures
d’ADN caractéristiques de l’apoptose, elle marque de la même façon un ADN en
réplication possédant des extrémités fragmentées, ciblant ainsi les cellules en réplication.
L’IHC se révèle une bonne méthode complémentaire car, en choisissant un antigène
caractéristique de l’apoptose (p53, Bd-2, fas, caspase), l’état de la cellule est confirmé.
Des résultats contradictoires concernant l’apoptose dans les cicatrices
chéloïdiennes ont été trouvés par l’équipe de Akasaka (2001). Cette dernière a noté une
activité apoptotique supérieure dans la population fibroblastique issue de chéloïdes
comparativement à celle issue de cicatrices normales. Il faut cependant noter que les
chercheurs n’ont utilisé que la méthode TUNEL. Les cellules révélées au moyen de cette
technique n’étaient pas forcément de nature apoptotique; comme il a déjà été discuté, la
méthode TTJNEL a aussi pu révéler des cellules nécrotiques ou prolifératives de par la
nature de leur ADN durant ces phases. Ces résultats ne peuvent donc pas venir
contredire de façon catégorique les hypothèses avancées par de nombreuses équipes
suggérant un processus apoptotique défectueux dans les cicatrices chéloïdiennes.
Une phase inflammatoire prolongée ainsi qu’une activité apoptotique déficiente
jouent de concert pour encourager le développement exagéré de composants de la MEC.
Une inflammation soutenue se traduit par une libération continue de signaux
inflammatoires, entres autres, TGF-f3. Or, Desmoulière et coll. (1993) ont montré que
TGf-f3 est un des principaux inducteurs de l’acquisition du phénotype myofibroblastique
par le fibroblaste, lorsqu’il existe un contact étroit derme-épiderme ainsi qu’une action
paracrine entre les kératinocytes et les fibroblastes (Shephard et coll., 2004; Desmoulière
et coll., 2005). Ainsi, une phase inflammatoire perdurant signifie que le facteur de
croissance TGf-13 continue à stimuler cette métamorphose. Ces myofibroblastes produits
continuellement ne sont pas éliminés par apoptose étant donné que ce mécanisme est
défectueux, de par l’absence d’une couverture épithéliale. Les myofibroblastes
persistants sont reconnus responsables de la formation de cicatrices pathologiques chez
l’homme (Desmoulière, 1995; Gabbiani, 2003; Moulin et coll., 2004). De plus, Zhang et
Phan (1999) ont montré une autre action de TGf-f3 favorisant la survie des
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myofibroblastes. IL-1 est reconnu pour induire l’expression de l’oxyde nitrique synthase
inductible (iNOS) qui provoque l’apoptose des myofibroblastes (Zhang et cou., 1997).
TGF-f3 est alors un acteur important dans la phase fibroblastique puisqu’il inhibe
l’expression de l’iNOS induite par 1’IL-l, encourageant ainsi la survie des
myofibroblastes en prévenant leur apoptose. Dans le cas d’une phase inflammatoire
prolongée et d’une expression soutenue de TGF-Ç3, on assiste donc à la persistance des
myofibroblastes. À cela, nous pouvons ajouter l’acquisition tardive du phénotype
myofibroblastique de par une persistance de l’IL-l, qui tend à affaiblir l’efficacité de la
contraction, comme discuté ci-dessus. Ces deux phénomènes associés pourraient
expliquer le développement de cicatrices à caractère fibrotique (Gabbiani, 2003).
La microscopie électronique a permis de confirmer les hypothèses quant à
l’occlusion des microvaisseaux issus de plaies avec bouton de chair. Cette occlusion est
probablement due à une présence accrue de cellules endothéliales, ceci reste cependant à
vérifier.
Les valeurs déterminant l’occlusion des microvaisseaux ont été déterminées en
estimant le diamètre minimal d’un vaisseau nécessaire au passage d’un globule rouge, ce
en tenant compte de la capacité des cellules à se déformer (Henqueli et cou., 1976;
Smith et cou., 1979). Bien que l’oxygénation des tissus n’ait pas été mesurée, nous
pouvons tout de même présumer qu’une condition hypoxique est créée lorsque le
diamètre du vaisseau est inférieur au diamètre minimum que peut acquérir un globule
rouge, après déformation. Cette condition hypoxique stimule la production de TGF-f3 par
les fibroblastes (Hakkinen et col!., 1996) et augmente aussi le nombre de ses récepteurs
à la surface cellulaire (falanga et coil., 1991). TGF-r3 stimulant en retour la production
de collagène par les fibroblastes, une quantité augmentée de ce facteur implique une
production de collagène supérieure à la normale. Cette situation hypoxique provoquée
par une occlusion des microvaisseaux pourrait donc expliquer la surproduction de MEC
caractéristique du bouton de chair. Les résultats concordent avec une précédente étude
documentant la persistance de ces facteurs fibrogéniques (TGf-F3) (Théoret et col!.,
200 lb) ainsi que de leurs récepteurs (De Martin et Théoret, 2004) dans les plaies de
jambes, et plus particulièrement celles développant du tissu de granulation en excès
(Théoret et coll., 2002). De plus, selon Shimizu et col!. (1995), l’hypoxie protègerait les
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cellules de l’apoptose grâce à une augmentation de l’expression des facteurs anti
apoptotiques Bel-2 et Bcl-xL. Ainsi, dans le cas de microvaisseaux occlus et donc une
situation hypothétiquement hypoxique, la présence de cellules surnuméraires pourrait
s’expliquer par une action anti-apoptotique augmentée de Bel-2 et Bcl-xL. Il est
intéressant de noter que de nombreuses études ont mis en évidence ces conditions pour
le chéloïde chez l’homme (Kischer, 1992; Kischer, 1993).
Finalement, les résultats histologiques peuvent aussi supporter l’hypothèse de
l’hypoxie. En effet, il est reconnu que l’activité angiogénique est stimulée par un
environnement hypoxique (Adair et coll., 1990; Pugh et Ratcliffe, 2003). L’histologie a
révélé une activité angiogénique plus importante dans les plaies développant un bouton
de chair, concordant avec une occlusion accrue des microvaisseaux dans ces mêmes
plaies. Bien qu’une relation directe ne puisse être envisagée entre ces deux aspects, nous
pouvons supposer que l’occlusion présumée entraîne une situation hypoxique à
l’intérieur des tissus, qui confirmerait la stimulation importante de la formation de
nouveaux microvaisseaux.
Conclusion
Cette étude a révélé l’existence de différences morphologiques et physiologiques
majeures entre des plaies corporelles et des plaies appendiculaires chez le cheval. Elle
confinne qu’une inflammation prolongée tout comme une réépithélialisation lente et une
désorganisation des myofibroblastes entraînant possiblement un défaut de contraction
caractérisent la guérison de plaies de membres, particulièrement celles développant du
tissu de granulation exubérant. Cette étude apporte aussi des données nouvelles quant au
mécanisme de mise en place d’une MEC surabondante, avec un systènie apoptotique
déficient et une occlusion importante des microvaisseaux. Plusieurs aspects du
dysfonctionnement de la guérison chez le cheval semblent donc similaires à ceux
responsables de la formation de chéloïdes chez l’homme.
Des études subséquentes pourraient vérifier de façon quantitative la présence
d’hypoxie à l’intérieur des tissus issus de plaies de jambes. La présence de mutations
pour p53 serait aussi à vérifier en cultivant des fibroblastes issus de plaies développant
du tissu de granulation excessif. De même, une investigation ultérieure pourrait étudier
l’association entre l’apoptose et l’hypoxie dans le cas de bouton de chair. Ceci fournirait
alors une base pour le développement ciblé de thérapies cellulaires et moléculaires
servant à prévenir et à traiter le développement de fibroplasie excessive lors de guérison
par seconde intention chez le cheval.
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